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RESUMO

FERREIRA, Vinicius Monteiro. Padronizacédo de Bioensaios para Avaliacdo de Eficacia de
Inseticidas sobre Larvas de Cochliomyia hominivorax (Diptera, Calliphoridae). 143p. Tese
(Doutorado em Ciéncia Veterinarias). Laboratorio de Quimioterapia e Experimentacdo em
Parasitologia Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal. Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Cochliomyia hominivorax é o principal agente etioldgico da miiase na América Latina e,
embora exista atualmente uma ampla gama de farmacos disponiveis para o controle de seus
estagios parasitarios, tem sido relatada eficacia reduzida de alguns compostos. Portanto,
bioensaios in vitro sdo essenciais para detectar resisténcia e avaliar os métodos de exposicédo
mais eficazes para cada inseticida. Este estudo teve como objetivo avaliar a eficicia de
diferentes metodologias de bioensaio in vitro contra larvas de terceiro instar (L3) de C.
hominivorax. Quatro ingredientes ativos, clorpirifés, fipronil, fluralaner e doramectina, foram
testados utilizando duas metodologias: impregnacdo em papel de filtro e imerséo larval por um,
trés e cinco minutos. Nos ensaios de impregnacéo, nove concentragdes de cada ingrediente ativo
(10.000-1 pg/mL para clorpirifos, doramectina e fluralaner, e 5.000-1 pg/mL para fipronil)
foram aplicadas em discos de papel de filtro, juntamente com um controle ndo tratado e um
grupo controle de veiculo, contendo apenas o diluente. Apés a secagem, os discos foram
colocados em placas de Petri e dez larvas L3 de C. hominivorax foram adicionadas a cada disco.
Nos ensaios de imersdo, grupos de dez larvas L3 foram submersos em solucBes contendo as
mesmas nove concentra¢@es utilizadas nos testes de impregnacéo, além dos grupos controle e
controle com o veiculo. Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata. Os efeitos
larvicidas foram avaliados 24, 48 e 72 horas ap0s a exposicdo, e a inibicdo da emergéncia de
adultos foi avaliada 10 dias ap6s a incubacdo; as concentracdes letais (CLso) foram estimadas
usando analise Probit no software RStudio. As 72 h, os valores de CLso do clorpirifés foram
100,5, 777,3, 259,3 e 302,3 pg/mL para as metodologias de impregnacgéo e imersao de um, trés
e cinco minutos, respectivamente. Para o fipronil, as CLsso calculadas foram de 76,8, 14,5, 1,2
e 2,4 ug/mL, respectivamente. Para o fluralaner, os valores de CLso foram 267,5, 2068,9, 872,9
e 635,5 pg/mL, respectivamente. Para a doramectina, as CLsso calcualdas foram de 676,3,
334,3, 255,1 e 215,3 pug/mL, respectivamente. Em relagdo a inibicdo da emergéncia, os valores
de CLsp para o fluralaner foram 15,4, 302,7, 92,0 e 67,7 pg/mL e para doramectina, atingiram
4,2,19,7, 15,1 e 7,0 pg/mL, utilizando as metodologias de impregnacdo e imersdo de um, trés
e cinco minutos, respectivamente. Para o clorpirifds, os valores de CLso puderam ser calculados
apenas para a metodologia de imersao, resultando em 541,2, 114,7 e 120,1 pg/mL para1l,3e 5
minutos, respectivamente. Ja para o fipronil, os valores de CLso foram estimados apenas para
as metodologias de impregnacgédo e imersdao de um minuto, resultando em 13,5 e 4,6 pg/mL,
respectivamente. Os resultados demonstram que a metodologia in vitro utilizada interfere na
atividade de cada um dos compostos testados.

Palavras-chave: Teste in vitro; larvicida, masca da miiase



ABSTRACT

FERREIRA, Vinicius Monteiro. Standardization of Bioassays for Evaluating Insecticide
Efficacy on Cochliomyia hominivorax Larvae (Diptera, Calliphoridae). 143p. Thesis
(Doctorate in Veterinary Sciences). Laboratory of Chemotherapy and Experimentation in
Veterinary Parasitology, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Cochliomyia hominivorax is the main etiological agent of myiasis in Latin America, and
although a wide range of drugs is currently available for the control of its parasitic stages,
reduced efficacy of some compounds has been reported; therefore, in vitro bioassays are
essential for detecting resistance and for evaluating the most effective exposure methods for
each insecticide. This study aimed to evaluate the efficacy of different in vitro bioassay
methodologies against third-instar larvae (L3) of C. hominivorax. Four active ingredients,
chlorpyrifos, fipronil, fluralaner, and doramectin, were tested using two methodologies: filter
paper impregnation and larval immersion for one, three, and five minutes. In the impregnation
assays, nine concentrations of each active ingredient (10.000-1 pg/mL for chlorpyrifos,
doramectin and fluralaner, and 5.000-1 pg/mL for fipronil) were applied to filter paper discs,
along with a non-treated control and a vehicle control group containing only the diluent; after
drying, the discs were placed in Petri dishes and ten L3 larvae of C. hominivorax were added
to each disc. In the immersion assays, groups of ten L3 larvae were submerged in solutions
containing the same nine concentrations used in the impregnation tests, in addition to control
and vehicle control groups, and all assays were performed in sextuplicate. Larvicidal effects
were evaluated at 24, 48, and 72 hours after exposure, and adult emergence inhibition was
assessed 10 days after incubation; median lethal concentrations (LCso) were estimated using
Probit analysis in the RStudio software. At 72 h, chlorpyrifos LCso values were 100.5, 777.3,
259.3, and 302.3 pg/mL for the impregnation and the one, three and five minutes immersion
methodologies, respectively; for fipronil, the corresponding values were 76.8, 14.5, 1.2, and 2.4
ug/mL; for fluralaner, LCso values were 267.5, 2068.9, 872.9, and 635.5 pg/mL; and for
doramectin, 676.3, 334.3, 255.1, and 215.3 pg/mL, respectively. Regarding emergence
inhibition, LCso values for fluralaner were 15.4, 302.7, 92.0, and 67.7 pg/mL, and for
doramectin were 4.2, 19.7, 15.1, and 7.0 pg/mL using the impregnation and the one, three, and
five minutes immersion methodologies, respectively; for chlorpyrifos, LCso values could be
calculated only for the immersion methodology, resulting in 541.2, 114.7, and 120.1 pug/mL for
1, 3, and 5 min, respectively, whereas for fipronil, LCso values were estimated only for the
impregnation and one min immersion methodologies, yielding 13.5 and 4.6 pg/mL,
respectively. The results demonstrate that the in vitro methodology used interferes with the
activity of each of the compounds tested.

Keywords: In vitro test; larvicide, screwworm.
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Figura 40: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro,
na avaliacao de
] o OSSOSO PSPPSR 53

Figura 41: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na
avaliacdo de
o ST 53

Figura 42: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersao por trés minutos, na



avaliacdo de
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Figura 43: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracdes de fluralaner expostas através da metodologia de imersao por cinco minutos, na
avaliacdo de
] SRS 54

Figura 44: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro,
na avaliacdo de
742 ST 55

Figura 45: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na
avaliagéo de
74 SRS 56

Figura 46: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na
avaliagéo de
742 PSSR 56

Figura 47: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas atraves da metodologia de imersdo por cinco minutos, na
avaliacédo de
7 PR PSP SSTRR 57

Figura 48: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentracGes de fluralaner expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro,
dez dias ap0s a realizaGao d0 ENSAID. .........cecveiieiiieiie ettt 58

Figura 49: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentracoes de fluralaner expostas atraves da metodologia de imersdo por um minuto, dez
dias ap0s a realizag8o 00 BNSAID. ........cuieriririerieiee ettt bbb 58

Figura 50: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentracdes de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos,
dez dias apos a realizacao do
LY Lo PP SUPPSO 59

Figura 51: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentragdes de fluralaner expostas através da metodologia de imersao por cinco minutos,
dez dias apos a realizacao do
T 157 [ J USROS 59

Figura 52: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro,
na avaliacao de
24N, bt R b £ Rt R e bR £ Rt b e et R e bt n bt neerear s 62



Figura 53: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracfes de doramectina expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na
avaliacdo de
o S SSSPRPSSPR 62

Figura 54: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas atraveés da metodologia de imersdo por trés minutos, na
avaliacdo de
o ST 63

Figura 55: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentra¢Bes de doramectina expostas atraves da metodologia de imersdo por cinco minutos,
na avaliacdo de
o ST RPRPSR 63

Figura 56: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro,
na avaliacao de
] RSSO 64

Figura 57: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracBes de doramectina expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na
avaliacéo de
] o TSSOSO 64

Figura 58: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doraectina expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na
avaliacéo de
] o SRS 65

Figura 59: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracBes de doramectina expostas atraves da metodologia de imersdo por cinco minutos,
na avaliacao de
] o SRS 65

Figura 60: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro,
na avaliacao de
742 OSSPSR 66

Figura 61: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentragcBes de doramectina expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na
avaliacdo de
742 OSSPSR 66

Figura 62: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos,
na avaliacdo de

742 PSSR 67

Figura 63: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas através da metodologia de imersao por cinco minutos,



na avaliacdo de
7 PSSR 67

Figura 64: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentracdes de doramectina expostas atraveés da metodologia de impregnacdo em papel
filtro, dez dias apos a realizacdo do
157 [ J USSR PRSI 68

Figura 65: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentragOes de doramectina expostas através da metodologia de imerséo por um minuto,
dez dias ap0s a realizagdo dO ENSAID. ..........ccvrereieiierieieire e 68

Figura 66: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentracdes de doramectina expostas através da metodologia de imerséo trés minutos, dez
dias apis a realizaGao A0 ENSAI0. ......ccuerververiiiiieee et sttt re e neenes 69

Figura 67: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas
as concentracGes de doramectina expostas através da metodologia de imersdo por cinco
minutos, dez dias ap0s a realizagao d0 ENSAI0. ........ccccvereeririiieieere e 69
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1 INTRODUCAO

Cochliomyia hominivorax é um parasito de extrema importancia na América Latina. Na
pecudria, estima-se que a perda anual causada por este parasito ultrapasse US$ 360 milhdes no
Brasil e US$ 3,6 bilhdes na América do Sul. Portanto, C. hominivorax é considerado um dos
entraves da produc¢do agricola nacional, uma vez que o Brasil € o maior exportador de carne
bovina do mundo. Devido ao tamanho potencial de perdas econémicas, a defesa sanitaria dos
Estados Unidos adotou um ousado programa para a erradicacao desta espécie na América do
Norte e Central, desde a década de 1960, por meio da técnica do inseto estéril. Este programa
consiste em producdo em larga escala de adultos estéreis e liberagdo deles no ambiente para a
formacdo de uma populacdo estéril. Desta forma, a espécie é erradicada por falta de
descendéncia. Entretanto, atualmente ha relatos recentes de reincidéncia de casos em alguns
paises da América Central e México. Estes casos mobilizaram as autoridades de defesa sanitaria
dos Estados Unidos, devido a iminéncia de uma nova recolonizag&o do territorio americano por
C. hominivorax.

Além do fator econémico, é importante ressaltar a importancia no bem-estar dos animais
domeésticos, uma vez que suas larvas podem infestar feridas de cées e gatos e comprometer a
salde e bem-estar desses animais. Este parasito também tem carater zoonético e em humanos
acomete principalmente populagdes vulneraveis, como usuérios de drogas e pessoas com
deficiéncia fisica ou cognitiva.

Cochliomyia hominivorax deposita seus ovos em feridas ou cavidades naturais de
animais. Destes ovos eclodem larvas que se alimentam de tecidos vivos dos animais e provocam
processos inflamatorios e necroticos, caracterizados como miiase. Animais acometidos por
miiases, apresentam irritacdo, prurido, hipertermia perda de peso e reducdo de consumo de
alimentos. Casos graves e sem tratamento adequado podem levar a ¢bito do paciente.

Como observado em outras espécies de parasitos de importancia veterinaria, ja foi
relatado casos de resisténcia antiparasitaria em C. hominivorax. Cepas de C. hominivorax
resistentes a determinadas drogas podem ser detectadas por meio de testes in vitro. Desta
maneira, 0s testes in vitro podem ser capazes de fazer uma triagem dos farmacos que
apresentam eficacia contra determinadas populacdes de campo de C. hominivorax, previamente
testadas em laboratério. Esta aplicagédo do teste in vitro € importante para determinar o sucesso

terapéutico, no tratamento de miiases a campo.



Apesar de haver diferentes produtos para controle de C. hominivorax no mercado, ha
relatos de perda de efetividade de algumas bases comumente utilizadas, que culminam e
aumento de gastos e méo de obra dos proprietarios, insucesso de tratamentos e mesmo acimulo
de residuos de medicamentos no ambiente. Recentes trabalhos sugerem que a via de aplicagcdo
topica de medicamentos é mais eficaz contra C. hominivorax em bovinos (AQUINO et al.,
2022; MUCHIUT et al., 2025). Antes do langamento de novos produtos no mercado, sdo
necessarios testes in vitro que refletem no método de aplicacdo a que este produto serd
submetido.

A metodologia utilizada nos testes in vitro deve ser o mais fidedigna possivel a forma
de aplicacdo que sera utilizada nos testes a campo, a fim de reduzir ao maximo as chances de
variacdo de resultados quando a pesquisa alcancar a etapa de testes in vivo. Apesar de
atualmente haver uma grande variacdo de metodologias de bioensaios com larvas de
califorideos na literatura, ha metodologias que nunca foram usadas para bioensaios com C.
hominivorax, como impregnacéo do ativo em placa de Petri, impregnacdo em algodao e imerséao
larval em solugdo com ativo. E necessario padronizacdo de maior ndmero de estudos in vitro
com C. hominivorax para diversificar as formas de exposicdo deste parasito a antiparasitarios
em testes larvicidas e, desta maneira, ampliar a possibilidade de sucesso do tratamento. O
objetivo geral deste trabalho foi padronizar a metodologia in vitro de exposi¢do por contato
topico por imersdo larval em diferentes inseticidas, com larvas de terceiro instar (L3) de C.
hominivorax e comparar seus resultados com os obtidos em uma metodologia ja padronizada
para testes in vitro com este parasito: Impregnacao em papel filtro. Como objetivos especificos,
tem-se analisar a influéncia de tempos de imers&o distinitos na resposta das larvas aos farmacos
avaliados, além da determinacdo de concentracdo letal 50 (CLso) de diferentes farmacos para

L3 de C. hominivorax.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cochliomyia hominivorax

Cochliomyia hominivorax foi descrita pela primeira vez pelo médico pesquisador
francés Charles Coquerel em 1858, na Ilha do Diabo, localizada na Guiana Francesa. A
principio, Coquerel identificou a espécie como Lucilia hominivorax, ja que acreditava que ela

pertencia a0 mesmo género das varejeiras presentes na Europa. O termo ‘“hominivorax”



significa devoradora de homens, e diz respeito ao hospedeiro em que ela foi encontrada pela
primeira vez, que eram prisioneiros da Republica da Franca (Coquerel, 1858). Ja no século XX,
Cushing e Patton (1933), perceberam que este diptero ndo tinha caracteristicas de Lucillia e
identificam esta espécie como Callitroga americana, um género novo criado para a
classificacdo deste parasito. Apenas em 1986 que a Comissao Internacional de Nomenclatura
Zoologica (ICZN) definiu a extingdo do género Callitroga e o retorno do termo original
“hominivorax”. Desta forma Cochliomyia hominivorax é o nome certo para a descricdo desta
espécie até os dias atuais. O género Cochliomyia se difere de outros da familia Calliphoridae
por apresentar placa facial mais constrita que os demais (TOWNSEND, 1915).

Cochliomyia hominivorax, conhecida popularmente como “mosca da miiase” ou
“mosca da bicheira”, ¢ uma espécie pertencente ao filo Arthropoda classe Insecta, ordem
Diptera, subordem Brachycera, superfamilia Oestroidea, familia Calliphoridae e subfamilia
Chrysominae (BOWMAN et al., 2010; ITIS, 2026; YAN et al., 2021). Como todos 0s insetos
adultos, esta espécie é morfologicamente dividida em cabeca, térax e abdémen (AMENDT,;
BUGELLI; BERNHARDT; 2021; CUMMING et al., 2009; ELLISON, HAMPTON, 1982). Na
cabeca estdo presentes um par de olhos, um conjunto de pecas bucais e um par de antenas. Nas
antenas existe um o0rgdo sensorial denominado sensilium (FERNANDES et al., 2020;
FERNANDES; PIMENTA, LINARDI, 2004; THOMAS; CHEN, 1989). O térax é dividido em
protorax, mesotorax e metatorax, respectivamente no sentido cranio-caudal, cada segmento
com um par de patas articuladas (HERRERA-FLORES et al., 2020; NGERN-KLUN et al.,
2007; SUKONTASON et al., 2008). As caracteristicas de C. hominivorax que a classificam
como um diptero séo a presenca de um par de asas mesotorécicas desenvolvidas (ROMOSER,
2004) e um par de asas rudimentares denominados halteres no segmento metatoracico (ou
balancins), que atuam como moduladores de equilibrio (CHAN, DICKINSON, 1996;
SANDERMAN; MARKL, 1980; STRAUSFELD, SEYAN, 1985). O abdémen é dividido em
tergitos, onde estdo localizadas as estruturas reprodutivas e espiraculos respiratérios
(ELLISON, HAMPTON, 1982; FLETCHER, 1970; PEARSON, 1974).

A mosca adulta tem um fundo de cor metalico azul-esverdeado com face amarela,
laranja ou avermelhada e trés listras escuras, que ndo se estendem por todo o térax
(BOWNMAN, 2010; LANE; CROSSKEY, 1993). A listra central se estende até a sutura
mesonotal. O occipicio das fémeas geralmente é vermelho, alaranjado ou castanho. Os adultos
desta espécie geralmente se distinguem das demais pela presenca de pelos pretos na
extremidade inferior da regido parafrontal (GUIMARAES; PAPAVERO; PRADO, 1983). Os



machos geralmente sdo maiores que as fémeas, mas apresentam as asas menores que as mesmas,
com uma notavel diferenca no padrdo da venacdo das asas das moscas de diferentes sexos
(LYRAZetal., 2010). O género dos adultos também pode ser definido pela disposic¢ao nos olhos
na cabeca de dipteros: Enquanto os machos apresentam os olhos holotpticos ou
subholotdpticos na fronte, ou seja, unidos ou muito préximos uns dos outros, as fémeas
apresentam olhos dicopticos, separados na fronte (DUARTE; NASCIMENTO; QUIROZ,
2024; MASTRANGELO, WELCH, 2012; SUKONTASON et al., 2008).
Os ovos sdo brancos e brilhantes e possuem formato cilindrico, arredondados na
extremidade anterior e achatados na extremidade posterior. Medem em média 1,04 mm de
comprimento e 0,22 mm de largura (LAAKE et al., 1936; SPRADBERY, 2002). Os ovos sdo
equipados de uma camada denominada plastron, que permite a interacdo entre corion, ar e agua.
Este plastron é abastecido por pequenas aberturas tubulares chamadas aerdpilos (PETERSON;
NEWMAN, 1991). Os ovos também sédo revestidos por uma cuticula serosa multilaminada de
quitina, para a protecao contra a desidratacdo dos mesmos (MUTHUKRISHNAN et al., 2020).

As larvas sao divididas em 12 segmentos, em que trés sdo segmentos toracicos, oito sdo
segmentos abdominais e o ultimo compfe a por¢do anal. Na por¢do posterior, de formato
rombo, estdo localizados os espiraculos posteriores, enquanto os espiraculos anteriores situam-

se no segundo segmento abdominal. A porcdo anterior difere-se da posterior, por apresentar a
extremidade em formato pontiagudo. (FLETCHER, 1970; LEITE; GUEVARA, 1993,
SIQUEIRA et al., 2020; SZPILA et al., 2014). Cada segmento ¢é separado por trés a quatro
fileiras de pequenos espinhos. Estes espinhos auxiliam as larvas que se posicionam de cabeca
para baixo na ferida, de modo que os espiraculos respiratérios posteriores se mantenham
voltados para a parte externa (AMARANTE, 2014; LANE; CROSSKEY, 1993). Larvas de
primeiro estadio (L1) sdo identificadas por apresentarem tronco traqueal ndo pigmentado e
apenas um espiraculo respiratorio posterior. Larvas de segundo estadio (L2) apresentam tronco
traqueal pigmentado e dois espiraculos respiratorios posteriores. As larvas de terceiro estadio
(L3) apresentam tronco traqueal pigmentado e trés espiraculos respiratorios posteriores
(BRITO, et al. 2008; DENNEL, 1946; LAAKE et al., 1936).

As larvas de terceiro estddio de C. hominivorax, se diferenciam de outras larvas de
moscas causadoras de miiases de acordo com as seguintes caracteristicas: os espiraculos
posteriores sdo alojados obliquamente para baixo e em direcdo a linha média, no interior das
fendas espiraculares, onde podem ser observados trés sulcos em cada peritrema (AKHOUNDI
et al., 2023; FAILOC-ROJAS et al., 2018). S&o visiveis faixas de espinhos que circundam a



porgédo anterior de cada segmento do corpo e um anel completo de espinhos no segmento 11
(AMARANTE, 2014; BARBI et al., 2020; RUIZ-ZAPATA, 2020). Os espiraculos anteriores
possuem de 7 a 12 papilas (SPRADBERY, 2002). Os troncos traqueais que saem dos
espiraculos posteriores, ttm uma pigmentacdo escura e abrangem até o nono ou décimo
segmento. Esta pigmentacdo € mais evidente na superficie dorsal do torax das larvas. (BARBI
et al., 2020; MUNOZ; CACERES; LEON, 2020; GONTIJO; BITTENCOURT, 2018).

As pupas sdo estruturas de resisténcia, caracterizadas por exoesqueleto mais rigido e
inelastico e alta producéo de compostos fendlicos (FRAENKELL, RUDALL,; 1946, LEE et al.
2021). Morfologicamente, as pupas sdo similares as larvas, exceto pela extremidade anterior,
completamente retraida (FENG; LIU, 2012; MENDONCA, DOS SANTOS-MALLET;
QUEIROZ, 2012; SUKONTASON, et al. 2006). Sabe-se que sdo produzidos alcoois e ésters
de acetato nos lipideos internos das pupas de C. hominivorax, como também em outras espécies
de insetos, porém sua funcdo permanece desconhecida (NELSON; FATLAND; ADAMS,
1999).

Cochliomyia hominivorax € uma espécie causadora de miiase primaria, ou seja, suas
larvas necessitam de um hospedeiro vivo para se alimentar. As larvas alimentam-se de tecidos
de animais, enquanto os adultos alimentam-se apenas de néctar. Quando estdo no periodo de
postura, fémeas sdo atraidas pelo odor de sangue e de secre¢cdes de processos inflamatorios.
Neste momento, a fémea comeca a se alimentar dos fluidos das feridas, ricas em proteinas,
minerais e aminoacidos para estimular o crescimento e desenvolvimento de seus foliculos
ovarianos (HAMMACK, 1999; THOMAS, MANGAN, 1989). Fémeas de C. hominivorax
depositam seus ovos proximo as bordas de feridas de animais, que se tornam mais atraentes de
cinco a sete dias apds abertas (BARROS; BRICARELLO, 2020; BOWMAN, 2010; FRESIA
et al., 2021; RODRIGUES et al., 2017). Cada mosca deposita uma média de 200 ovos dentro
de um periodo entre 15 e 20 minutos. Fatores como temperatura, alimentacgdo, fotoperiodo e
idade da fémea progenitora podem fazer este nimero variar entre 10 e 400 ovos. A oviposi¢ao
seguinte ocorre entre trés e cinco dias ap6s a anterior, onde sao liberadas massas de ovos ligadas
por um fina camada mucoadesiva (BERKEBILE et al., 2006; GIBSON; PHINNEY, 1974;
HAMMACK, 1984; PETERSON; NEWMAN, 1991). Estes ovos eclodem entre 12 e 24h e d&o
origem a larvas de primeiro estadio, que migram para os tecidos do hospedeiro e formam as
lesBes fibréticas caracterizadas como miiases (BARROS; BRICARELLO, 2020; FRESIA et
al., 2021; RODRIGUES et al., 2017, LACHANCE; BRUNS, 1963).



As larvas se alimentam por meio da agdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas. Estas
enzimas destroem os tecidos e produzem compostos de proteina liquida que sao ingeridos pelas
larvas enquanto estas se desenvolvem em trés estadios larvais (CORK, 1994; GIGLIOTI et al.,
2016; ALIZA et al., 1999). As larvas de primeiro estddio mudam para o estadio de L2 dois dias
apos a eclosdo. Entre 24h e 48h apds esta ecdise, a ocorre uma nova mudanga, desta vez para
terceiro estadio. Durante o estadio de L3 a larva produz um exsudato que favorece infecgdes
bacterianas e impede a cicatrizacdo da ferida (CHAGAS; FERNANDES; NOBRE, 2020;
FRESIA et al., 2021).

O periodo parasitario das larvas dura entre quatro e oito dias e é suficiente para causar
danos a salde e ao bem-estar do hospedeiro. Apos este periodo as larvas se tornam pré-pupas,
deixam as feridas e se enterram no solo, onde véo iniciar 0 processo de pupacao e permanecer
por um periodo entre 7 e 19 dias até se tornarem adultas, a depender das condi¢Ges de
temperatura (BARROS; BRICARELLO, 2020; ELWAER; ELOWNI, 1991). Em condigdes
Otimas, mais de 90% das pupas conseguem se tornar adultas, porém este valor pode cair a
medida em que as moscas sofrem estresse térmico, queda de umidade ou deficiéncia nutricional.
O mesmo ocorre com o tempo de pupacédo, que em condicOes desfavoraveis pode ultrapassar
os 30 dias. Apds 40 dias, a chance de emergéncia de adultos cai substancialmente (GIBSON;
PHINNEY, 1974; HAMMACK, 1984; MATLOCK; SKODA, 2009).

Vinte e quatro horas apds emergir 0os machos ja se tornam sexualmente maduros e
acasalam entre cinco e seis vezes durante sua vida (GUIMARAES, 1983). J4 as fémeas sio
monogamicas e estdo prontas para 0 acasalamento entre dois e seis dias apds emergirem. Séo
individuos autdégenos no primeiro ciclo, ou seja, as fémeas sdo capazes de produzir ovos antes
de se alimentarem pela primeira vez. A fémea sé copula uma vez na vida. Quatro a seis dias
apos o acasalamento as fémeas ja estdo prontas para liberarem seus ovos em feridas
(AMARANTE, 2014). Uma fémea ovipde pelo menos oito vezes em sua vida reprodutiva. O
tempo necessario para o fechamento do ciclo completo varia entre 24 e 60 dias a depender das
condicbes de temperatura e umidade. A temperatura ideal para sobrevivéncia e
desenvolvimento é 27,2° C e os limites minimo e maximo sao, respectivamente, 14,5° C e 43,5°
C (FRESIA et al., 2021, LACHANCE, BRUNS, 1963). Adultos de C. hominivorax vivem em
torno de trés semanas (CRYSTAL, 1967). Neste estigio, estas moscas ndo apresentam
importancia veterinaria, mas sdo importantes polinizadoras de plantas nativas da América, uma
vez que se alimentam de néctar (MACKLEY; LONG, 1983).



2.2 Miiases

Miiases sdo lesdes teciduais causadas por larvas de dipteros. Estas lesdes provocam,
principalmente, prurido, eritema e descamacao epitelial, devido a movimentacao das larvas,
podendo também predispor a infec¢es secundarias e levar ao ébito do hospedeiro quando ndo
tratadas (BECERRA, CORTES, VILAMIL, 2007; GONTIJO; BITTENCOURT, 2018;
SYKES, MERKEL, LITTLE, 2021). Histologicamente, estas lesGes caracterizam-se por
infiltrado inflamatorio crénico néo especifico, pontuado com areas agudas (FRANCESCONI,
LUPI, 2012).

No que diz respeito a localizacdo, a miiase pode ser classificada como cutanea ou
cavitaria, quando se localizam na pele ou cavidades naturais do organismo do hospedeiro,
respectivamente (CALVOPINA et al. 2020; GOUR et al., 2018; ROBBINS, KACHEMOUNE,
2010). A miiase cavitéria se classifica em intestinal/entérica, nasofaringea, ocular, aural e
urogenital quando se encontram no trato gastrointestinal, no trato respiratério, na cavidade
ocular, no pavilhdo auricular e no aparelho geniturinario (MENEZES et al., 2023; PAUL et al.,
2021; STEVENS, WALLMAN, 2006; SINGH, SINGH, 2015; SUN et al. 2025;
UDGAONKAR et al., 2012; ZOBAIRY et al., 2023). A miiase cutanea pode ocorrer em
diferentes partes do corpo do hospedeiro de acordo com a familia dos parasitos.

Enquanto larvas da familia Oestridae comumente habitam cavidades nasofaringeas de
mamiferos herbivoros (AHMED et al., 2025; MOHAMMED; SOOR, 2025; KARA et al.,
2025), larvas pertencentes a familia Caliphoridae, Cuterebridae e Hypodermatidae habitam
tecidos dérmicos e subdérmicos de diferentes espécies de mamiferos (BORISZ, HUSVETH,
2021; MARTIN-VEJA, 2025; PINILLA, PINILLA, 2024). Em aves, as larvas que causam
miiases nos tecidos cutaneos pertencem a familia Muscidae, mais precisamente ao género
Philornis (ALLIERI et al., 2025; PUCHETA et al. 2024; URSINO et al., 2024). Por fim,
existem ainda as miiases que ocorrem especificamente em trato digestivo de cavalos e outros
mamiferos, causadas por larvas da familia Gasterophilidae (ATTIA, OMAR, 2025; UAKHIT,
2025; ZHANG et al., 2024).

Ha ainda uma classificagdo fundamentada na natureza da relacdo parasito-hospedeiro,
categorizando as miiases em: obrigatdrias, facultativas e acidentais. As miiases obrigatdrias, ou
primarias, sdo aquelas em que o parasito s pode se desenvolver em hospedeiros vivos. As
miiases facultativas, ou secundarias, sdo aquelas em que os parasitos podem se desenvolver em
tecidos mortos de hospedeiros vivos ou em hospedeiros mortos. As miiases acidentais sdo

aquelas em que ovos e larvas do parasito sdo ingeridos e esses se desenvolvem e causam



infestacdes atipicas em 6rgdos internos do hospedeiro (BAMBARADENYIA, MAGNI,
DADOUR, 2023; RAMANA, 2012; SCOLL, COLWELL, CAPEDA-PALACIQS, 2019).

2.3 Epidemiologia e Importancia.

Miiases causadas por C. hominivorax no Brasil estdo principalmente associadas a
prejuizos econdmicos na pecudria, sendo o gado bovino o hospedeiro mais frequentemente
relatado em estudos cientificos conduzidos em territério nacional (COSTA-JUNIOR et al.,
2019). No entanto, sabe-se que outras espécies domésticas também sdo acometidas, como a
caprina (FONSECA, FERREIRA, AHID, 2009; KOUBA, 2001; SELLERA et al., 2014), ovina
(DE BARROS et al.,, 2024a,b; DE BARROS, LEME, BRICARELLO, 2024), canina
(CUTOLO et al., 2021; MUNOZ, CACERES, LEON, 2020; OLIVEIRA et al., 2018), felina
(BATISTA et al., 2021; RIBEIRO, SCHERER, SANAVRIA, 2009; SOUZA, VEROCAI,
RAMADINHA, 2010), equina (EL-AZAZY, 1989; KOUBA, 2001; RODRIGUEZ DIEGO et
al., 1996), bubalina (ABDALLAH et al., 1970) e suina (MILLAN, OLEA, JURI, 2015;
SIQUEIRA et al., 2020; TRANNAHILL, COPPEDGE, SNOW, 1980).

Diversos fatores predisponentes estdo associados ao surgimento de miiases em
rebanhos, incluindo procedimentos invasivos como tosquia, corte de cauda, brincagem,
descorna, castracdo e marcacao a ferro quente (DE BARROS et al., 2024; FRESIA et al., 2021,
MUCHIUT, 2025; VERISSIMO, 2003). Fémeas no periparto e neonatos também s&o mais
suscetiveis, devido a presenca de liquidos placentarios retidos na regido perineal da mée ou no
umbigo do recém-nascido (MUNIZ et al., 1995; HALL et al., 1990; VIANA et al., 2025).
Adicionalmente, os periodos chuvosos favorecem a ocorréncia de miiases, pois a umidade
contribui para o desenvolvimento e reproducdo do inseto (AQUINO et al., 2022; CORONADO,
KOWALSKI, 2009; VELASCO, CEBALLOS, FISUENTES, 1974; VIANA et al., 2025).

Na fauna silvestre, C. hominivorax também pode parasitar diversas espécies nativas e
exoticas. Casos documentados incluem ariranha (FOERSTER et al., 2022), lobo-guard (CANSI
etal., 2011), jaguatirica (PULGAR et al., 2009), ourico-preto (KUNIY, SANTOS, 2004), furdo
(FIGUEIREDO et al., 2010) e javali (ALTUNA et al., 2021). Ha ainda registros em animais de
zoolégico (OLIVEIRA et al., 1998) e, embora raramente, em aves como o avestruz (ALMEIDA
et al., 2008). Esses casos evidenciam a ampla gama de hospedeiros susceptiveis ao parasitismo
por esta espécie.

Além da importancia veterinaria, as miiases por C. hominivorax apresentam potencial

zoondtico, afetando principalmente populagdes vulneraveis, como pessoas em situagdo de rua



ou com mobilidade reduzida (ESPINOSA et al., 2022; QUEVEDO, 2021; RUIZ-ZAPATA et
al., 2020; YANG et al., 2025). Nessas circunstancias, o controle da infestacdo em animais
domeésticos e de producdo torna-se fundamental, uma vez que a proximidade com rebanhos
infestados pode representar risco adicional a saude humana. Por outro lado, a destruigdo de
habitats naturais pode aumentar o contato entre humanos e animais silvestres parasitados,
contribuindo para a disseminacgéo da doenca (BARROS; BRICARELLO, 2020).

Atualmente, C. hominivorax é considerada o principal agente etiologico de miiase
obrigatoria nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul e Caribe (ALTUNA et al.,
2021; BERGAMO, et al., 2020; FRESIA et al., 2021). Estudos genéticos apontam a existéncia
de, no minimo, 12 populacBes distintas da espécie na América Latina, com base em
polimorfismos de nucleotideo Unico (TIETJEN et al.,, 2022). Sua distribuicdo geografica
original compreendia desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina (MULIERI,
PATITUCCI, 2019).

O controle dessa espécie tem sido foco de grandes programas de erradicacdo, como o
Programa do Inseto Estéril, iniciado em 1957 nos Estados Unidos. A estratégia baseou-se na
liberacdo de machos estéreis, o que levou a erradicacdo da espécie na America do Norte e parte
da Ameérica Central. No entanto, desde 2021, novos surtos vém sendo registrados em paises da
América Central continental (VENEGAS-MONTEIRO et al., 2023; ZALDIVAR-GOMEZ et
al., 2025). Estes surtos possibilitaram o reingresso de C. hominivorax na América do Norte, em
decorréncia de novos casos no México. Estes casos podem ser porta de entrada para
reintroducdo de C. hominivorax nos Estados Unidos e colocar a eficiéncia do programa de
erradicacio americano em jogo (CRUZ-GONZALEZ et al., 2025; HAILU, KASAGGA,
HADDAD, 2025; VALDEZ-ESPINOZA et al., 2025). No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 50
do MAPA classifica as miiases por C. hominivorax como doenca de notificacdo obrigatoria.

Embora endémica das Américas, C. hominivorax foi acidentalmente introduzida na
Libia entre 1988 e 1991, por meio da importacdo de ovinos infestados. A infestacdo foi
rapidamente erradicada com o uso da técnica do inseto estéril, a fim de evitar a propagacéo para
outros paises africanos (KOUBA, 2001; LINDQUIST, ABUSOWA, HALL, 1992). Na
América do Sul, o Uruguai avalia a implementacdo de um programa semelhante, mas enfrenta
dificuldades relacionadas a cooperacédo regional, especialmente com Brasil e Argentina, que
possuem grande extensdo territorial e ainda ndo demonstram engajamento efetivo na
erradicacdo da espécie (FRESIA et al., 2021).



2.4. Controle terapéutico de Cochliomyia hominivorax

Além da adogdo da técnica do inseto estéril anteriormente citada, existem outras
maneiras de controlar a populagdo de C. hominivorax, especialmente direcionado aos estagios
parasitarios. Atualmente, existe acdo letal comprovada contra estdgios larvais de C.
hominivorax com outras substancias como produtos homeopaticos (DE BARROS,
SEUGLING, BRICARELLO, 2019; DE BARROS et al. 2022; DE BARROS, LEME,
BRICARELLO, 2024; DE BARROS et al., 2024; NAHAR, SHOUBEY, 2024), 6leos
essenciais (BRICARELLO et al., 2021; MEDEIROS et al., 2023, SEUGLING et al., 2019),
bioativos (MEDEIROS et al., 2025) e terapia fotodindmica (SELEERA et al., 2014). Entretanto,
a forma de controle mais utilizada ainda € realizada com farmacos sintéticos (BARROS,
BRICARELLO, 2020).

Para o controle terapéutico dos estagios parasitarios de C. hominivorax, podem ser
utilizados uma gama de formulacdes com diferentes principios ativos validados em testes in
vitro e in vivo, ja descritos na literatura, como representado no quadro 1. No entanto, alguns
trabalhos relatam resisténcia das larvas de C. hominivorax a piretroides (DA SILVA; DE
AZEREDO-ESPIN, 2009; DE CARVALHO et al., 2010), organofosforados (TANDONNET
et al. 2020) e lactonas macrocilicas (DE AQUINO et al., 2022; LOPES et al. 2013; MUCHIUT
etal., 2025, WEDY et al. 2023).

Quadro 1: Estudos que comprovam eficacia de farmacos contra Cochliomyia hominivorax:

Base Principio Espécie de | Referéncias Bibliogréaficas
farmacologica ativo hospedeiro
Triclorfon Canino MUNOZ, CACERES, LEON, 2020;
Diclorvos De AQUINO et al., 2022
Organofosforados | Clorpirifos Bovino | AHRENSetal., 1977
Diclorfention De AQUINO et al., 2022

Diclorfention | Caprino | FAHMAetal., 2020

Canino HAN et al., 2018, MACHADO; RODRIGUES,
Neonicotinoides | Nitempiram 2002; MIRANDA et al. 2020

Felino DE SOUZA et al., 2010

Espinosinas Espinosade Canino | OLIVEIRAetal., 2018

DE AQUINO et al., 2022; DE MELO et al., 2025;

Fenilpirazois Fipronil Bovino
LIMA et al., 2004; LOPES et al., 2017
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Lactonas

macrociclicas

Isoxazolinas

ANZIANI, LOREFICCE, 1993; ANZIANI et al.
Ivermectina 2000; SANAVRIA et al., 1996, USHER et
al.,1997
Milbemicina . HAN et al., 2018
) Canino
oxima
] CASTELLS et al., 1999, DUARTE et al., 2012;
Ovino
] SANAVRIA, PRATA, 1997
Doramectina
ANZIANI et al., 2000, MOYA-BORJA et al,
Bovino 1997
Fluralaner COSTA et al, 2023
Afoxolaner CUTOLO et al. 2021; HAN et al., 2018
Lotilaner Canino DO VALE et al., 2023
Sarolaner OLIVEIRA et al., 2019

A principal forma de tratamento e controle de miiases consiste na aplicacdo, sistémica
ou local, de inseticidas quimiossintéticos. O quadro 2 descreve os estudos que avaliam eficacia
de diferentes apresentacdes de antiparasitarios destinados ao controle de miiases causadas por
C. hominivorax. Recentemente, alguns autores evidenciaram ineficacia de medicacOes

injetaveis e consideram as formulagdes tdpicas mais eficazes que as sistémicas (AQUINO et

al., 2022; MUCHIUT et al. 2025).

Quadro 2: Apresentacdes e ambito de agdo de antiparasitarios para controle de Cochliomyia
hominivorax, j& relatodos na literatura:

Acéo Apresentacao Referéncias Bibliograficas
Solucdo liquida DE AQUINO et al., 2022
AKHOUNDI et al., 2023; GALLINA
Solucgdo oleosa et al., 2024; MUNIZ et al., 1995;
VICTORIA et al., 1999
Local
DE BARROS et al. 2022; 2024; DE
BARROS, LEME, BRICARELLO,
Pomada N ] .
2024; MUNOZ, CACERES, LEON,
2020
COSTAet al., 2023; DE MELO et al,,
Pour on 2025; LIMA et al., 2004; LOPES et
Sistémica al., 2017
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Tablete

CORREIA et al., 2010; CUTOLO et
al., 2021
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DO VALE etal., 2023; OLIVEIRA et
al., 2018; 2019

ANZIANI, LOREFICE, 1993,
ANZIANI et al, 2000; MOYA-
BORJA et al., 1997; MUNIZ et al,
1995; OLIVEIRA et al., 1994

Comprimido

Injetavel

No entanto, o uso indiscriminado farmacos sintéticos, além de incrementar os custos de
producdo, também pode oferecer riscos a satde de manipuladores e consumidores, por meio de
desordens neurologicas, gastrintestinais e sisttmicas (CASTRO, MOUTINHO, 2021;
MOUICHE etal., 2019; WYLIE et al., 2019). Se por um lado, hd uma grande exposicao, muitas
vezes sem 0s devidos cuidados com a protecado individual de funcionarios da agropecuéria, por
outro lado, existem produtores que ndo respeitam o periodo de caréncia ao vender carne ou leite
de animais tratados. Este alto risco de exposicdo humana torna-se um problema de salde
publica (BARROS, BRICARELLO; 2020). Além de tudo, estes compostos sao prejudiciais ao
meio ambiente, uma vez que os residuos dos medicamentos se mantém por longos periodos no
solo e bioacumulam em outros organismos vivos (ALSAFRAN et al., 2022; HIRASHIMA et
al., 2023; MOHAMED et al., 2022; RIVERA-DAVILA; SANCHEZ-MARTINEZ; RICO-
MARTINEZ, 2022). Dentre os medicamentos comumente utilizados no controle de estagios

larvais de C. hominivorax, destacam os seguintes ativos:

2.4.1. Clorpirifés

Clorpirifés (C9H11CisNO3PS) é uma molécula de peso molecular de 350,6 g/mol,
coeficiente de particdo de 4,96, solubilidade em agua de 1,4 mg/L a 25°C e pressdo de vapor de
2,5PAx 1024 25°C (PUBCHEM, 2025). Este farmaco pertence a classe dos organofosforados,
lancado no mercado em 1965, inicialmente para controle de pragas domésticas (ATSDR, 1997).
A acdo inseticida de clorpirifés ja foi comprovada por contato (GARLET et al., 2021,
HOESAIN et al.,, 2023; NIDAGUNDI, KAMBREKAR, MALLAPUR, 2021), ingestdo
(CUNHA et al., 2025; PLATA-RUEDA et al., 2020; POTIN et al., 2022) e inalagdo (BRITO et
al., 2021; N’GUESSAN et al., 2010; WAKIL et al., 2018). Como todos os organofosforados,
clorpirifos tem acdo neurotdxica, e intoxica artropodes por parasilia espastica. Esta paralisia €
decorrente da inibicdo da producdo de acetilcolinesterase provocada por clorpirifés. Esta
inibicdo causa excesso de acetilcolina no espaco inter sinaptico e consequente paralisia

espastica, devido a hiper estimulacdo dos receptores colinérgicos (ARONIADOU-
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ANDERJASKA et al., 2023; BALALI-MOOD et al., 2021; ULLAH et al., 2023). Doses
subletais deste farmaco também séo capazes de causar reducdo na locomocdo, alimentacéo,
fecundidade e longevidade dos sobreviventes (KHOO, B.K., SHERMAN, M., 1979;
RASHEED et al., 2020; RAO et al., 2005; SU et al., 2015; YANG et al., 2020).

2.4.2. Fipronil

Fipronil (C12H4Ci2FsN4OS) é uma molécula de peso molecular de 437,1 g/mol,
coeficiente de particdo de 4,0, solubilidade em agua de 1,9 a 20°C e pressao de vapor de 3,7 X
107 PA a 25°C (PUBCHEM, 2025). Este farmaco pertence a classe dos fenilpirazois, lancado
no mercado em 1993, inicialmente destinado ao controle de pragas agricolas (HAMON,
GAMBOA, GARCIA, 1996). Ja foi comprovado que fipronil tem atividade por contato
(BAGNERES et al., 2009; CASTRO-JANER, 2009; ROAT et al.,, 2013) e ingestdo
(BAGNERES et al., 2009; GALLO et al., 2023; MENA et al., 2023). Esta droga, como todos
os fenilpirazois, age por meio do bloqueio dos receptores do acido Gama-Aminobutirico
(GABA), através da ligacéo aos receptores beta3, dos canais cloreto-dependentes. Esta ligacao
antagoniza o efeito do neurotransmissor GABA e provoca paralisia por hiperexcitagcdo dos
artropodes (MAGALHAES et al., 2018; ROSA et al., 2024; SINGH et al., 2021). Doses
subletais de fipronil sdo capazes de causar atraso no desenvolvimento, reducédo de alimentacao
e reducdo de fecundidade em artrépodes (AL-BADRAN et al., 2018; CHANDLER et al., 2004;
JINGUIJI et al., 2018; STARK, VARGAS, 2005; ZALUSKI et al., 2015).

2.4.3. Doramectina

Doramectina (CsoH74014) € uma molécula de peso molecular de 899,1 g/mol, coeficiente
de particdo em 25°C entre 4,39 e 4,43 e pressdo de vapor proximo de 0 PA a 20°C
(CHEMICHALBOOK, 2025). Este farmaco pertence a classe das lactonas macrociclicas,
lancada no mercado em 1993, inicialmente para controle de endoparasitos de importancia
veterinaria (GOUDIE, 1993; MEHLHORN, JONES, WALTHERLEY, 1993). A acdo de
doramectina se da por meio de ingestdo (DASH et al., 2025; KOLAR et al., 2008; ZELEKE et
al., 2024) e contato (KHATER et al., 2013; MICHAEL, MEINKE, SHOOP, 2001; ROBAINA,
CABALLERO, SUAREZ, 2024). Doramectina, como todas as lactonas macrociclicas, age por
meio da ligacdo aos canais de cloreto glutamato-dependentes, que aumentam a permeabilidade
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das células aos ions de cloro. Existe também um mecanismo secundario, que se baseia na
ativacdo dos receptores de acido gamma-aminobutirico (GABA). Estes mecanismos de acdo
resultam na hiperpolarizacdo de membrana celular e paralisia flacida da neuromusculatura do
parasito (JUNCO et al., 2021; MWACALIMBA et al., 2024; PRICHARD, 2021). Efeitos
subletais de doramectina englobam reducdo de fecundidade (FRITZ, WALKER, MILLER,
2012; KOLAR et al., 2008), longevidade (DADOUR, COOK, HANNESSY, 2000) e

desenvolvimento (GEORGE, DAVEY, 2004; MACKENZIE et al., 2022) dos artropodes

sobreviventes.

2.4.4. Fluralaner

Fluralaner (C22H17Ci2FsN30O3) é uma molécula de peso molecular de 556,2 g/mol,
coeficiente de particdo de 4,5 e presséo de vapor classificada como menor que 0,0000001 Pa, a
20°C (MSD, 2023). Esta molécula pertence a classe das isoxazolinas, lancada no mercado em
2014, ja com o intuito de controle de ectoparasitos de importancia veterinaria (WILLIANS et
al., 2014). A acdo toxica de fluralaner pode ser induzida tanto por meio de ingestdo (ALLEN et
al., 2020; PELLETIER et al., 2020; WILLIANS et al., 2015), quanto por meio de contato com
o parasito (JIANG et al., 2017; LAWSON, MCDERMOTT, 2023; SCHNEIDER et al., 2025).
Fluralaner, assim como todas as isoxazolinas atua por meio do bloqueio dos receptores GABA
e canais Glutamato de Cloro e, com isso causa paralisia por hiperexcitacdo do parasito (KONO
et al., 2022; OZOE, ASAHI, 2025; ZHOU et al., 2025). Doses subletais de fluralaner causam
reducdo de desenvolvimento, de fecundidade e de longevidade (ALCANTARA et al., 2023;
LEVITICUS et al., 2019; LIU et al., 2018; REN, WANG, YUAN, 2024; SHAH et al., 2024).

2.5. Metodologias in vitro para testes larvicidas em Calliphoridae.

Diferentes trabalhos ja avaliaram testes larvicidas contra todos os estadios larvais de
diferentes espécies pertencentes a familia Calliphoridae, exceto Cochliomyia hominivorax,
como descrito no quadro 3. Nesta revisdo, podemos observar que a maioria dos artigos que
fazem testes larvicidas in vitro com outros califorideos, utilizam a metodologia de ingestdo
(17), seguidos por metodologias de impregnacdo (10) e imersdo larval (10) e, por ultimo,

aplicacdo topica (4).
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Quadro 3: Testes in vitro contra larvas de califorideos encontrados na literatura.

VT Tipode |Tempode| Espécie |Estadio A
Principio Ativo teste avaliacdo | desafiada | Larval Clso | Referéncia
Extrato em n-hexano de Aplicacéo Né&o Chrysomya L1 Né&o Lopes et al.
Plumbago scandens L. topica informado putoria calculado (2014)
. . N x Jyoti e
Oleo essencial de Lantana Ap!lcggao 48h Chrysomya L3 Né&o Ma d)éheshiya
camara topica megacephala calculada
(2023).
Oleo essencial de Lippia Dos Santos et
sidoides, Laurus nobilis, Aplicacao Né&o Chrysomya L1 Né&o al. (2023).
além dos monoterpenoides topica informado | megacephala calculada
1,8-cileole e linalool
Sakulpanich,
Extrato Etanolico de Aplicagdo Néo Chrysomya L3 >73.92 | Attrapadung,
Stemona collinsiae. tépica informado | megacephala mg/larva | Gritsanapan,
(2023)
Ivermectina e Espinosade | Imersdo 15s in fo'\rlrfa do <I:_uupcrlilrl121 L3 c allt\:ljg da Le\(/g(t)bg;alles
Ivermectina e Espinosade Imersdo 1s inf oNrri?a do <I:_uupcrlilrl121 L3 c allt\:ljg da Le\(/g(t)bg?les
Ivermectina e Espinosade | Imersdo 30s in fo'\rlrfa do <I:_uupcrlilrl121 L3 c allt\:ljg da Le\(/g(t)bg;alles
. . Imersdo por 1 Néo Lucilia Néo Levot, Sales
vermectina e Espinosade minp informado cuprina L3 calculada (2008)
) . x Alhurasy,
e | ™| an | G| oo | g e
Ghiet (2022)
s ~ Alhurasy,
puihioroll Il INETRN ool IR LR R T
Ghiet (2022)
x Alhurasy,
e e | M| an | O | ozigm | el
Ghiet (2022)
Extrato metanolico de Ficus | Imerséo por 24h Chrysomya L2 47.406 | Al-Jameeli et
palmate 30s albiceps ppm al. (2021)
Extrato metanolico de Imers&o por 24h Chrysomya L2 73.3902 | Al-Jameeli et
Juniperus procera 30s albiceps ppm al. (2021)
Extrato metanolico de Imers&o por 24h Chrysomya L2 43.1236 | Al-Jameeli et
Nerium oleander 30s albiceps ppm al. (2021)
Extrato metanolico de Imersdo por 7 dias Chrysomya L3 1.07 Singh, Kaur
Azadirachta indica 30s bezziana g/100 ml (2016)
Extrato de cloroféormio de | Imerséo por 7 dias Chrysomya 13 1.7¢9/ Singh, Kaur
Azadirachta indica 30s bezziana 100 ml (2016)
Extrato de éter petroleo de | Imersdo por 7 dias Chrysomya 13 3.39¢/ Singh, Kaur
Azadirachta indica 30s bezziana 100 ml (2016)
Extrato de etil acetato de Imers&o por 7 dias Chrysomya 13 4.9 g/100 | Singh, Kaur
Azadirachta indica 30s bezziana ml (2016)
Oleo de geranio de Imersdo por 5 15 dias Lucilia 13 N&o Saraiva et al.
Pelargonium graveolens min cuprina informado (2020)
Oleo essencial de Myristica | Imerséo por 5 Né&o Chrysomya 13 N&o Cossetin et al.
fragrans e diazinon min informado albiceps calculada (2021)
Oleo essencial de x x x Cossetin et al.
Lavandula dentata L. e Imersac_> pors . Nao Chry_somya L3 Nao (2018)
diazinon min informado albiceps calculada
Acido borico, diazinon, Imerséo por 1 14 dias Lucilia L3 Né&o Callander,
ivermectina min cuprina informado | James (2012)
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Oleo essencial de x - x Shalaby et al.
. Imerséo por 1 Lucilia Né&o
Cinnamomum camp_hor_a e min 24h sericata L3 calculada (2015)
Lavandula angustifolia
Alfa-cipermetrina e Impregnagdo 5.7 dias Lucilia L1 Néo Kotza, Rolls
piperonil-butdxido em algodéo cuprina calculado (2023)
- : Impregnagédo - Callander,
Oleo essenmal_de . em papel 24h Luu_l 1a L1 0,61% | James (2012)
Melaleuca alternifolia filtro cuprina
45-195| Levot, Sales
Impregnagdo Lucilia ol I
Ivermectina em papel 48h . L1
. cuprina coma
filtro x
populacéo
desafiada
Solugdo em etanol de 6leo | Impregnacao Lucilia 219 Chaaban et
essencial de Piper em papel 48h cuprina L3 L./ 2 al. (2018)
gaudichaudianum filtro P HLie
Solucéo em acetona de 6leo | Impregnagéo Lucilia 6.05 Chaaban et
essencial de Piper em papel 48h . L3 P al. (2018)
- . . cuprina pL/cm
gaudichaudianum filtro
Solucéo de etanol de 6leo Irr;;);]eg:aglao 48h Cochliomyia L3 0.580 i?aébg‘f?‘;t
essencial de Tagetes minuta fiﬁrg macellaria uL/cm? '
Solugdo de acetona de 6leo In;%eg:agﬁo 48h Cochliomyia L3 1.50 2Ta€2b§1r]7§t
essencial de Tagetes minuta ﬁﬁ rcF)) macellaria pL/cm? '
0.1a3.28 | Levot, Sales
o Impregnacéo Nzio Lucilia de acordo (2008)
Diazinon em papel . . L1 coma
. informado cuprina x
filtro populacdo
desafiada
0.14a Levot, Sales
Impregnacéio >512 de (2008)
Diflubenzuron em papel . Nao Luu_l 1a L1 acordo
. informado cuprina coma
filtro x
populacéo
desafiada
0.007 a | Levot, Sales
Impregnacio 0.023 de (2008)
Ivermectina em papel . Nao LUC'.I'a L1 acordo
. informado cuprina coma
filtro x
populacéo
desafiada
0.10a Levot, Sales
x 0.28 de (2008)
. Impregnacao Nao Lucilia acordo
Espinosade em papel . . L1
fi informado cuprina coma
iltro x
populacéo
desafiada
x Sakulpanich,
Extrato etandlico de Impregnacdo Néo Chrysomya 1005 Attrapadung,
L em papel . L3 mg/cm2/ .
Stemona collinsiae. . informado | megacephala Gritsanapan,
filtro larva
(2023)
Oleo essencial de Piper Impregnagéo ah Chrysomya Llel2 Né&o Whardana et
betle em placa bezziana calculado al. (2007)
Aguarréas mineral x x Kumarasingh
. . Impregnacéo Chrysomya Né&o
desaromatizada; extrato de em placa 4h megacephala Llel?2 calculado | & et al. (2002)

Cassia alata
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Extrato metandlico de Impregnacao 7 dias Chrysomya L3 0.4 Singh, Kaur
Azadirachta indica na placa bezziana mg/cm? (2016)
Extrato de cloroférmio de | Impregnagéo 7 dias Chrysomya L3 0.6 Singh, Kaur
Azadirachta indica na placa bezziana mg/cm? (2016)
Extrato de etil acetato de | Impregnacdo 7 dias Chrysomya L3 2.1 Singh, Kaur
Azadirachta indica na placa bezziana mg/cm? (2016)
Extrato de éter petréleo de | Impregnacéo 7 dias Chrysomya L3 25 Singh, Kaur
Azadirachta indica na placa bezziana mg/cm? (2016)

Acido bérico, ivermectina e Ingestio 14 dias Lucilia L3 Né&o Callander,
diazinon g cuprina informado | James (2012)
Extrato alcodlico de folhas x Chrysomya Né&o Lefta (2022)
e frutos de Solanum nigrum Ingestao 24h albiceps L1 calculado
Extrato alcaloide de folhas x Chrysomya Né&o Lefta (2022)
e frutos de Solanum nigrum Ingestao 24h albiceps L1 calculado
Extrato metanolico de Ficus Ingestio 24h Chrysomya L2 15.9675 | Al-Jameeli et
palmate g albiceps ppm al. (2021).
Extrato metanolico de x Chrysomya 37.2409 | Al-Jameeli et
Juniperus procera Ingestao 24h albiceps L2 ppm al. (2021).
Extrato metanolico de Ingestio 24h Chrysomya L2 33.7264 | Al-Jameeli et
Nerium oleander 9 albiceps ppm al. (2021).
Extrato aquoso de Lobelia x Lucilia 6.5 mg/L | Banumathi et
leschenaultiana Ingestao 24h sericata L2 al. (2018)
Extrato etanolico de Indestio 24h Lucilia L2 3.4 mg/L | Banumathi et
Lobelia leschenaultiana g sericata al. (2018)
Extrato etanolico de x Lucilia Banumathi et
Dodonaea viscosa Ingestao 24h sericata L2 28.3 mg/L al. (2018)
Extrato aquoso de Banumathi et
Dodonaea viscosa, al. (2018)
Eupatorium adenophorum, - x
Euphorbia rothiana, Ingestéo 24h LU.C'I'a L2 . Nao
. . sericata informado
Strobilanthes foliosus,
Solanum violaceum,
Berberis tinctoria
Extrato etanolico de x Lucilia Banumathi et
Eupatorium adenophorum Ingestao 24h sericata L2 65.5 mg/L al. (2018)
Extrato etanolico de x Lucilia Banumathi et
Euphorbia rothiana Ingestao 24h sericata L2 13.8 mg/L al. (2018)
Extrato etanolico de x Lucilia Banumathi et
Solanum violaceum Ingestao 24h sericata L2 38.2 mg/L al. (2018)
Extrato etanolico de x Lucilia Banumathi et
Berberis tinctoria Ingestao 24h sericata L2 26.5 mg/L al. (2018)
. x Lucilia Banumathi et
Acetato de Zinco Ingestdo 24h sericata L2 38.2 mg/L al. (2018)
Nanoparticulas de 6xido de Lucilia Banumathi et
Zinco de extrato foliar de Ingestéo 24h sericata L2 0.78 mg/L | al. (2018)
Lobelia leschenaultiana
Extrato de acetona de x Lucilia 0 Khater (2017)
Ailanthus altissima Ingestao 24h sericata L3 1.37%
Extrato de acetona de x Lucilia 0 Khater (2017)
Anethum graveolens Ingestao 24h sericata L3 0.31%
Extrato de acetona de x Lucilia 0 Khater (2017)
Coriandrum sativum Ingestao 24h sericata L3 0.87%
x Chrysomya Né&o Khater
Clorfuazuron Ingestdo 24h albiceps L3 calculado (20210)
x Chrysomya Né&o Khater
Lufenuron Ingestéo 24h albiceps L3 calculado (2021¢)
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Ingestdo
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cuprina
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informado
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Oleo essencial de x Lucilia Né&o Callander,
Melaleuca alternifolia Ingestao 24he 48h cuprina L3 informado | James (2012)
. . Johnson,
Turner (1998)
. . Johnson,
o e | vgeszo || e | | K| e
9 P Turner (1998)
. . Johnson,
Toxina ?ﬁuﬂr%iiggg“' Hlus Ingestdo 48h Cg{gfc%rgza L1 132}?1“9 Bishop,
Turner (1998)
. . . Johnson,
9 P Turner (1998)
. . - Johnson,
Toinade L2 GBS | gy | | Ll | | S| o
g P Turner (1998)
. . . Johnson,
Toxina Sr?ut:r?_izegseifau llus Ingestdo 48h é‘uucr'il:% L1 Z?T(])I,Lllg Bishop,
g P Turner (1998)
« Lucilia Néo Gassel et al.
Fluralaner Ingestédo 48h sericata L1 calculado (2014)
. . x Lucilia Néo Gassel et al.
Fipronil Ingestao 48h sericata L1 calculado (2014)
o x Lucilia Néo Gassel et al.
Dieldrina Ingestao 48 sericata L1 calculado (2014)
. . x Lucilia Néo Gassel et al.
Imidacloprid Ingestéo 48h sericata L1 calculado (2014)
. x Lucilia Néo Gassel et al.
Deltametrina Ingestéo 48h sericata L1 calculado (2014)
. . - Abdel-
Nanoparticulas de Nerium x Lucilia )
oleander Ingestéo 48h sericata L3 21 ppm | Meguid et al.
(2022)
s . Abdel-
Extratc_) metanolico de Ingestdo 48h Lu?'“a L3 389 ppm | Meguid et al.
Nerium oleander sericata
(2022)
- . Al-Jaber
Extrato metandlico de Ingestéo 48h Cal!lphora L3 8.678 g/L Hatem.,
Enteromorpha compressa vicina
(2021)
; ; « Lucilia o, | Khater et al.
Imidaclopride Ingestdo 48h cuprina L3 0.00053% (20213)
Oleo essencial de Syzygium x Lucilia Khater et al.
aromaticum Ingestao 48h cuprina L3 6.06% (20214a)
Oleo essencial de Mentha « Lucilia Khater et al.
longifolia Ingestao 48h cuprina L3 3.35% (20214a)
. x Lucilia Khater et al.
Deltametrina Ingestdo 48h silvarum L3 9.47 ppm (2021b)
. x Lucilia 12.46 Khater et al.
Abamectina Ingestdo 48h silvarum L3 opm (2021b)
A x Lucilia 37.95 Khater et al.
Diazinon Ingestéo 48h silvarum L3 ppm (2021b)
Extrato alcodlico de Ingestio ~ Naéo Lu0|_I|a L1 6.03 Hoda et al.
Commiphora molmol informado cuprina mg/ml (2016)
Extrato alcoolico de Ingestio Né&o Lucilia L1 142.278 Hoda et al.
Balanites aegyptiaca g informado cuprina mg/ml (2016)
Extrato alcodlico de x Né&o Lucilia 7.96 Hoda et al.
Commiphora molmol Ingestao informado cuprina L2 mg/ml (2016)




Extrato alcodlico de Ingestio Né&o Lucilia L2 216.054 Hoda et al.
Balanites aegyptiaca 9 informado cuprina mg/ml (2016)
Oleo essencial de Ingestio Né&o Lucilia L3 2 81% Khater,
Trigonella foenum-graecum g informado sericata ' Khater (2009)
Oleo essencial de Apium « Néo Lucilia 0 Khater,
graveolens Ingestao informado sericata L3 4.60% Khater (2009)
Oleo essencial de Raphanus « Néo Lucilia 0 Khater,
sativus Ingestao informado sericata L3 6.93% Khater (2009)
Oleo essencial de Brassica « Néo Lucilia 0 Khater,
compestri Ingestao informado sericata L3 1.92% Khater (2009)
Extrato alcodlico de Ingestio Né&o Lucilia L3 6.55 Hoda et al.
Commiphora molmol g informado cuprina mg/ml (2016)
Extrato alcodlico de Ingestio Né&o Lucilia L3 371.15 Hoda et al.
Balanites aegyptiaca g informado cuprina mg/ml (2016)
) Khater,
Oleo essencw}l de Lactuca Ingestio _ Nao Lugllla L3 0.57% Ramad_an,
sativa informado sericata Mageid
(2013)
Khater,
Oleo essencial de x Nao Lucilia 0 Ramadan,
Matricaria chamomilla Ingestao informado sericata L3 0.85% Mageid
(2013)
) Khater,
O_Ieo_ essenua_l de Ingestio _ Né&o Lu_C|I|a L3 274% Ramad_an,
Pimpinella anisum informado sericata Mageid
(2013)
Khater,
Oleo essencial de . Né&o Lucilia 0 Ramadan,
Rosmarinus officinalis Ingestao informado sericata L3 6.71% Mageid
(2013)

Quando se trata de bioensaios com C. hominivorax, ha variacdo de metodologias de
acordo com cada autor e mesmo com o estagio da larva testado. Em testes com L2, Silva e
Azeredo-Spin (2009) optaram pela utilizagdo de teste de ingestdo, por meio de impregnacéo do
meio com cipermetrina. Barros et al. (2018), em seu trabalho unicamente com L3, optaram por
testes de contato, por meio metodologia de exposi¢ao topica por gotejamento com medicamento
homeopaético. De Barros et al. (2022), expdem as larvas L3, também por contato direto, porém
de uma maneira diferente. Desta vez, as larvas ficam mantidas na pomada de medicamentos
homeopaticos testada até o periodo da sua emergéncia. Bricarello et al. (2021), também utilizam
testes de contato direto, desta vez, com L1 e L2. Estes autores, por sua vez, ndo gotejaram o
ativo nas larvas, como é geralmente descrito, mas sim borrifaram uma nanoemulsdo de dleo
essencial de Cymbopogon winterianus nas larvas, antes de realoca-las em um novo meio de
cultivo. Em trabalhos que utilizam apenas L3, a metodologia mais encontrada é de impregnacao
em papel filtro, que avalia o contato residual de éleos essenciais e compostos botanicos com as
larvas (MEDEIROS et al. 2023, 2025; BARROS, SEUGLING, BRICARELLO 2019;
SEUGLING et al. 2019). H& também autores que padronizam uma Unica metodologia para 0s
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trés estagios larvais. Nogueira et al. (2020), determinaram uma metodologia de impregnacao
de meio modificada, em que cinco produtos comerciais de uso tépico foram adicionados sobre
0 meio em que cada um dos trés estagios larvais se encontrava, em quantidade suficiente para
que todas as larvas ficassem totalmente imersas. Por outro lado, Wedy et al. (2023), apesar de
também adicionarem o ativo ivermectina no meio, o fizeram apenas com o intuito de expor as

larvas ao ativo por ingestdo e ndo por imerséo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo das larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax

Para o desenvolvimento dos testes in vitro, foram utilizadas larvas de C. hominivorax
provenientes da coldnia estabelecida no Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV), da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
Esta col6nia de moscas esta registrada sob o CEUA n° 86340220223.

Foi fornecido um substrato de oviposi¢cdo em gaiolas com moscas fémeas adultas para
a obtencgdo de larvas de primeiro estagio. O substrato de oviposi¢do consistiu em 20 g de carne
moida disposta nas laterais de uma placa de Petri de plastico (10 cm x 10 cm x 2 cm) umedecida
com 10 mL de sangue bovino com anticoagulante aquecido a temperatura de aproximadamente
35° C. Sobre este meio, foi colocado um pedaco retangular de papel filtro para facilitar a
alimentacdo das moscas. O substrato de oviposicao foi transferido para as gaiolas e as posturas
foram retiradas diariamente. Os ovos e/ou larvas, quando presentes, foram removidos do
substrato com auxilio de pinca e colocados diretamente em recipientes de polipropileno com
capacidade de 145 mL com tampa telada preenchida com aproximadamente 60g de dieta larval.
As larvas de C. hominivorax foram colocadas em cémaras climatizadas (com demanda
bioquimica de oxigénio) com temperatura a 27°C e umidade relativa (UR) de 70%, conforme
utilizado na metodologia descrita por Assis (2022), a fim de permitir a alimentacdo destas larvas
ao longo de seu desenvolvimento. Os materiais utilizados para a producdo do meio larval, bem

COMoO suas marcas comerciais estao representados no quadro 4:

Quadro 4: Materiais necessarios para a dieta larval das moscas:
Material Quantidade Marca Comercial
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Agua filtrada

630 mL
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Sangue bovino com

anticoagulante EDTA 22> mL )
Ovos de galinha 3 unidades -
Formaldeido (37%) 1mL -
Leite em p6 desnatado 409 Molico®
Gel para plantio 30g Forth®

Para obtencdo das larvas de terceiro estadio, o material incubado em camaras
climatizadas foi adicionado diariamente meio larval. Ap6s 48 horas de incubacdo, de acordo
com a presenca e atividade das larvas, o recipiente foi acondicionado em outro reservatério
preenchido por vermiculita. Quando a L3 atinge a fase de pré-pupa, ela para de se alimentar e
deixa o meio larval. Ao encontrar a vermiculita presente no segundo recipiente, ela se aprofunda

neste ambiente e da continuidade a evolugdo para fase de pupa. A figura 1 ilustra larvas de C.

hominivorax que ja atingiram estadio de L3.

Figura 1: Larvas de terceiro instar (L3) proveninentes da colonia de Cochliomyia hominivorax do
LQEPV.
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3.2 Avaliacgao da sobrevivéncia das larvas de Cochliomyia hominivorax a diferentes

tempos de imerséo

Inicialmente, avaliou-se a sobrevivéncia das larvas quando imersas em agua destilada
por diferentes tempos. Esta etapa foi necessaria para garantir que larvas de C. hominivorax sao
resistentes aos periodos de imersdo. Caso houvesse mortalidade estatisticamente significativa
de larvas nesta etapa, ndo haveria testes seguintes que utilizassem a metodologia de imersdo
nos tempos que foram prejudiciais as larvas. A imerséo foi avaliada nos tempos de 1 minuto, 3
minutos, 5 minutos, 10 minutos e 15 minutos, cada categoria em sextuplicata, com 10 larvas
por réplica em cada um destes tempos, além do grupo controle, que ndo sofreu imersdo. O
volume total de agua utilizada para imersdo das larvas foi de 10 mL, adicionado em um
recipiente de 200 mL, para todos os tratamentos. Apds a imersdo, cada recipiente utilizado
como réplica foi vertido em uma peneira de aluminio para que as larvas fossem recuperadas e
posteriormente submetidas a secagem parcial em papel absorvente. Com o auxilio de uma pinca
entomoldgica, as larvas foram transferidas para placas de Petri de 60 x 15 mm de didmetro e
recobertas por discos de papel filtro de mesmo tamanho, para concluir o processo de secagem
das mesmas. As placas foram incubadas em cdmaras climatizadas a 28° C e 70% de umidade
relativa (UR). O percentual de mortalidade diaria observado foi calculado pela férmula:
Percentual de Mortalidade = (NUmero de larvas mortas / Total de larvas incubadas) x
100.

A emergéncia de moscas adultas por réplica foi analisada 10 dias ap6s a incubagédo das
mesmas larvas expostas aos diferentes tempos de imersdo. Este periodo foi delimitado como
suficiente para que as moscas emergissem e morressem para facilitar a contagem e observagao
de todos os individuos. O percentual de emergéncia foi calculado pela seguinte formula: (%)
Percentual de Emergéncia = (Namero de adultos emergidos / Total de larvas incubadas)
x 100.

3.3. Preparo das diluicGes

Para 0 ensaio de imersdo, foram inicialmente preparadas solucbes-estoque dos
principios ativos nas seguintes concentragdes: 5.000 pg/mL para fipronil e 10.000 pg/mL para
clorpirifos, fluralaner e doramectina. A partir das solu¢Ges-estoque, foram diluidas nove faixas

de concentragdo para cada farmaco, a fim de se obter uma CLso. Para fipronil as concentracoes
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escolhidas foramde 1, 5, 10, 25, 250, 500, 1.000, 2.500 e 5.000 pg/mL, enquanto para os demais
farmacos testados as concentracdes de elei¢dao foram 1, 10, 25, 250, 500, 1.000, 2.500, 5.000 e
10.000 pg/mL.

As solugbes utilizadas para o teste de impregnacdo em papel filtro foram diluidas
exclusivamente em acetona PA, tanto para a preparacdo da solugdo-estoque, quanto para as
diluicdes subsequentes. No caso das diluicGes feitas para os testes de imerséo foi preparado um
diluente composto por acetona (10%), dimetilsulféxido (DMSO, 2%), Triton X-100 (2%) e N-
metilpirrolidona em quantidade suficiente para completar o volume total, para a preparacéo da
solucdo-estoque. As dilui¢des diretas foram feitas em um diluente aquoso, contendo DMSO
(0,8%), acetona (0,25%), Triton X-100 (0,04%), N-metilpirrolidona (0,08%) e agua destilada

como componente complementar do volume final.

3.4. Testes de impregnacao em papel filtro

Foram utilizadas placas de Petri (60 mm x 15 mm), organizadas em sextuplicata para
cada uma das nove concentracdes testadas de cada principio ativo. Também foram incluidos
dois grupos adicionais: um grupo controle, sem qualquer impregnacdo, e outro denominado
controle de veiculo, contendo apenas o diluente em que os farmacos foram diluidos, conforme
descrito por Medeiros et al. (2023). O primeiro grupo controle confirma a viabilidade da
geracdo de C. hominivorax utilizada no teste, enquanto o segundo, a seguridade do diluente.

Inicialmente, discos de papel filtro (Whatman n°1, 80g, com area de 23,76 cm?) foram
dispostos sobre retangulos de papel laminado para o processo de impregnagdo. Cada disco
recebeu 470 pL da solugdo correspondente a concentragdo especifica. Os tratamentos foram
aplicados em ordem crescente de concentracdo para evitar contaminacdo cruzada. Apos a
aplicacdo, os discos foram deixados em ambiente controlado por 30 minutos para permitir a
completa evaporacéo da acetona e secagem do papel filtro.

Uma vez secos, os discos foram individualmente acondicionados em placas de Petri
previamente identificadas com principio ativo, a concentracdo e 0 nimero da repeticao.

Em seguida, 10 larvas L3 de C. hominivorax foram alocadas em cada placa. As larvas
utilizadas foram coletadas aproximadamente 24 horas apds abandonarem espontaneamente o
meio larval e permanecerem sob a vermiculita. A manipulacdo foi realizada com pincas
entomoldgicas, visando minimizar o estresse e garantir a integridade dos espécimes. Todo este

procedimento é esquematizado na figura 2:
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Teste de impregnacao em papel filtro

Homogeneizac¢io da solugio com ativo com
pipeta semi-automatica
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Tamsm TURALBAN 207

Armazenamento em BOD
f;' oy : Incubagio de 10 L3 por placa com disco impregnado

N

-

Tomen (FROCAS202%] sl ARGV PESSOAL, 201)

—

Figura 2: Esquema da metodologia de bioensaios com Cochliomyia hominivorax através de
impregnacdo dos ativos em papel filtro.

Apos a adicdo das larvas, as placas foram agrupadas e transferidas para camaras
climatizadas, mantidas a 28 °C e 70% de (UR). As observacdes da viabilidade larval foram
realizadas em 24, 48 e 72 horas apés a incubacdo. Ap6s 10 dias de incubacdo, foi observado a
emergéncia das mesmas larvas em que foi avaliada a atividade larvicida. O célculo do
percentual de mortalidade foi realizado de acordo com a formula de mortalidade corrigida
descrita no manual da FAO (2022) modificado: Percentual de mortalidade = [(Percentual de
mortos tratado — Percentual de mortos no controle de veiculo) / (100 - percentual de
mortos no controle de veiculo)] x 100.

Apos o periodo final de 10 dias, ndo foi calculado um percentual de emergéncia das
larvas, mas sim um percentual de inibicdo de emergéncia corrigido, de acordo com a férmula
descrita no manual da FAO (2022) modificada: Percentual de inibicdo de Emergéncia =
[(Percentual de ndo emergidos no tratado — Percentual de ndo emergidos no controle de

veiculo) / (100 — Percentual de ndo emergidos no controle de veiculo)] x 100.

3.5. Testes de imersao

Larvas de terceiro estadio foram submetidas aos testes de imersdo por 1, 3 e 5 minutos
com as mesmas concentragdes que foram usadas nos testes de impregnacdo em papel filtro de

cada ativo, além do controle e controle de veiculo, como descrito no teste de impregnacdo em
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papel filtro. O teste foi baseado no teste de Mustika et al. (2016) modificado. Com o auxilio de
uma seringa de 20 mL, a solugdo de cada concentracdo foi homogeneizada e retirada uma
aliquota de 10 mL para a distribuicdo em seis recipientes de vidro de 200 mL, que assumiram
o0 papel de réplicas. Dez larvas em estadio L3 de C. hominivorax previamente separadas foram
mergulhadas em cada réplica de modo que a larva se mantivesse completamente imersa nos
tratamentos. ApoOs a imersdo das larvas, o recipiente em que as mesmas se encontravam
mergulhadas no ativo foi vertido sobre uma peneira de aluminio para que as larvas fossem
recuperadas e secas em papel absorvente. Apds secagem parcial, as larvas foram transferidas
com o auxilio de uma “pinga entomoldgica, para placas de Petri de 60 x 15 mm de didmetro,
recobertas por discos de papel filtro de mesmo tamanho, para completarem seu processo de
secagem. E importante ressaltar que cada concentrago foi testada nos trés tempos de imerséo.
Terminados os testes com uma concentracdo, iniciaram-se 0s testes com a maior concentracdo
imediata a anterior, novamente nos tempos de imersdo de um, trés e cinco minutos.
Posteriormente, as larvas foram incubadas em cadmara climatizada a 28°C e 70% de UR. As
observagdes foram realizadas ap0s incubagcdo com 24h, 48h e 72h para verificacdo da
sobrevivéncia das larvas. A emergéncia de moscas adultas por réplica de cada concentracao foi
quantificada 10 dias apds a incubacdo. O calculo do percentual de mortalidade e de inibicdo de
emergéncia de adultos foi realizado com a mesma formula descrita no topico 3.4. Este

procedimento esta representado na figura 3:
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Figura 3: Esquema da metodologia de bioensios com Cochliomyia hominiviroxax atravées da
metodologia de imers&o larval em solucéo.

3.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos no teste foram tabulados no software para planilhas eletrnicas
Microsoft excel (Versdo 365. Redmond, WA: Microsoft, 2023) onde foram obtidos os dados
de mortalidade, mortalidade corrigida, percentual de emergéncia e percentual de inibicdo de
emergéncia. Todos os dados foram verificados quanto a sua normalidade pelo teste estatistico
de Shapiro-Wilk e foram considerados ndo paramétricos. Neste caso a comparacao entre 0
numero de larvas mortas e adultos emergidos nos diferentes tempos de imersao foi feita pelo
teste estatistico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn com intervalo de confianca de
95% (p < 0,05) realizados por meio do programa computacional BioEstat, versédo 5.0 (AYRES
et al., 2007).

Os calculos das concentragdes letais 50 (CLsso) foram realizados por meio do programa
computacional R, interface Rstudio, versdo 4.1.1. Foi utilizado o pacote estatistico
Ecotoxicology, com intervalo de confianga de 95% (p < 0,05) para a analise probit. A validade
dos modelos gerados pelo programa foi avaliada pelo teste qui-quadrado de heterogenicidade
(R CORE TEAM, 2023; RSTUDIO, 2023).

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da sobrevivéncia das de Cochliomyia hominivorax aos diferentes tempos de

imersdo em agua.

Os percentuais de mortalidade das larvas e de emergéncia de adultos podem ser
observados na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica entre mortalidade ou emergéncia de
nenhum dos tempos de imerséo e o grupo controle, ndo emergido. Nas primeiras 24h de leitura,
ndo foi observado mortalidade no grupo controle e em nenhum dos tempos de imerséo testados.
A partir de 48h, foram observadas as primeiras larvas mortas em todos 0s grupos, com excecao
do grupo de imersé@o em 5 minutos. Mesmo assim, o percentual de mortalidade de nenhum dos
grupos ultrapassou 3,3% da amostra avaliada. A maior mortalidade de larvas foi alcan¢ada em

72h no tempo de 1 minuto de imersdo, que atingiu 10% da amostra avaliada. A menor
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mortalidade a 72h de leitura foi observada nos tempos de 5, 10 e 15 minutos de imerséo, que
obtiveram 1,7% de mortalidade da amostra. Apenas as larvas submetidas ao periodo de imersao
de 1 minuto obtiveram percentual de mortalidade médio maior que observado no grupo
controle. Quanto a emergéncia, a menor taxa foi observada nas larvas que foram imersas por
periodo de 3 minutos, de 63,3%, enquanto a maior taxa foi observada nas que passaram por
periodo de 10 minutos de imerséo, de 81,7%. As larvas que passaram pelos maiores tempos de
imersdo (10 e 15 minutos) foram as que apresentaram percentual de emergéncia numericamente

maior em relagdo ao grupo controle.

Tabela 1. Percentual de mortalidade médio de larvas de terceiro instar de Cochliomyia
hominivorax submetidas a diferentes periodos de imersdo em agua.

Tempo de Mortalidade (%) Emergéncia (%o)
imersao 24 horas 48 horas 72 horas 10 dias
Controle 002 3.32 8.32 71.74

1 min 0.0 3.32 10.02 71.74
3 min 0.0¢2 1.74 5.02 63.31
5 min 0.0¢2 0.0°2 172 66.7 @
10 min 002 1.74 172 81.72
15 min 0.02 0.0? 172 73.3%

A letra “®” denota auséncia de diferenca estatistica significativa (p > 0,05) em rela¢do ao grupo controle
em todas as leituras, conforme analise estatistica adotada.

4.2 Bioensaios com Clorpirifos

Nas primeiras 24 horas, ndo foram observadas grandes mortalidades em larvas expostas
a nenhuma das metodologias expostas ao clorpirifés (figuras 4-7). A maxima mortalidade
corrigida alcancada foi de 11,7% na metodologia de impregnacdo em papel filtro, na maior
concentracdo avaliada, de 10.000 pg/mL (figura 4). No entanto, sinais de toxicidade subletal,
como reducdo e anormalidade na movimentacéo das larvas, de modo que elas néo conseguissem
rastejar por toda a placa, j& foram notados a partir da concentracdo de 5.000 pg/mL no
tratamento de imersdo por um e trés minutos, e a partir de 2.500 pg/mL no tratamento de
imersdo por cinco minutos. Na metodologia de impregnacdo em papel filtro, alteracGes
comportamentais similares foram registradas em concentracbes mais baixas, a partir de
500 pg/mL. As maiores mortalidades corrigidas observadas nos tempos de imersdo de 1, 3e 5
minutos foram de 3,3%; 3,4% e 3,3%, respectivamente (figuras 5-7). Neste mesmo periodo de

observacao, o grupo controle apresentou mortalidade maxima bruta de 5%, na metodologia de
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impregnacdo em papel filtro, enquanto ndo houve mortalidade no controle de veiculo em

nenhuma das metodologias avaliadas.

Impregnac¢ao em papel filtro
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Figura 4: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
clorpirifds expostas através da metodologia de impregnacao em papel filtro, na avaliacdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 5: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
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clorpirifds expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.

Imersao por 3 min - 24h
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Figura 6: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragtes de
clorpirifos expostas através da metodologia de imersao por trés minutos, na avaliacdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 7: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
clorpirifés expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.

No periodo de leitura de 48 horas, maiores mortalidades foram observadas em todas as
metodologias (figuras 8-11). A maior mortalidade corrigida observada foi de 51,7%, na

metodologia de imersdo por um minuto, na maior concentracdo avaliada, de 10.000 pg/mL
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(figura 9). As maiores mortalidades corrigidas encontradas nos periodos de imersdo de 3 e 5
minutos e foram de 42,9% e 36,7%, respectivamente, enquanto na impregnacao em papel filtro
a maior mortalidade corrigida atingiu 48,3% (figuras 8,10 e 11). No grupo controle, a maior
mortalidade bruta em 48h foi de 6,7%, observada na metodologia de impregnagdo. A maior
mortalidade bruta do controle de veiculo nesse periodo foi de 5%, no teste de imersao por cinco

minutos.

Impregna¢ao em papel filtro 48h

80,0 483

43,3

T

26

T

40,0

33,3
20,0
20,0
0,0 0,0 17 0,0 I
0,0 o
25 250 50

1000 2500 5000 10000

Mortalidade (%)

7
0
Concentragdo (ug/mL)

Figura 8: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
clorpirifds expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, na avaliacdo de 48h. As
barras de erros representam o desvio-padréao.
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Figura 9: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
clorpirifds expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 48h. As barras

de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 10: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
clorpirifds expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliagdo de 48h. As barras

de erros representam o desvio-padréo.
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Imersao por 5 min - 48h
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Figura 11: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
clorpirifés expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 48h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.

Com 72 horas de exposicdo, houve novo aumento de mortalidade em todas as
metodologias empregadas (figuras 12-15). A maior mortalidade corrigida atingida foi de 93,3%
na metodologia de imerséo por cinco minutos na maior concentragéo avaliada (figura 15). Nos
tempos de imersdo por um e trés minutos, as maiores mortalidades corrigidas atingidas foram
de 83,3% e 93,2%, enquanto na metodologia de impregnacdo em papel filtro a maior
mortalidade corrigida atingiu 85% (figuras 12-14). No grupo controle, a maior mortalidade
bruta em 72h foi de 8,3%, observada na metodologia de impregnacao em papel filtro. Para o

controle de veiculo, a maior mortalidade foi de 5%, no teste de imerséo por cinco minutos.
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Figura 12: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
clorpirifds expostas através da metodologia de impregnacédo em papel filtro, na avaliacdo de 72h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 13: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
clorpirifds expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 72h. As barras

de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 14: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
clorpirifds expostas através da metodologia de imerséo por trés minutos, na avaliagdo de 72h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 15: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragfes de
clorpirifés expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 72h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.

Na anélise da inibicdo de emergéncia corrigida, as duas metodologias conseguiram
inibir a emergéncia de todos os individuos sobreviventes ao teste larvicida, com excecdo de
imersdo por um minuto, que apresentou maior inibicdo de emergéncia corrigida de 98% nas

duas concentragdes mais elevadas avaliadas (figuras 16-19). Os outros grupos se diferiram pela
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concentracdo suficiente para inibicdo de todos os individuos. A metodologia de impregnacao

em papel filtro foi a que necessitou de menor concentracdo para inibicdo completa de adultos:

500 pg/mL (figura 16). A menor concentracdo necessaria para inibir a emergéncia de todos os

individuos foi de 2.500 pg/mL para o periodo de imersao de trés minutos (figura 18) e 5.000

Hg/mL para o periodo de cinco minutos (figuras 19). O percentual de ndo emergidos do grupo

controle variou entre 3,3% e 15%, enquanto o percentual de ndo emergidos no controle de

veiculo variou entre 6,5% e 25% a depender da metodologia e tempo de imerséo.
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concentracOes de clorpirifés expostas através da metodologia de impregnacéo de papel filtro, 10 dias
apos a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 17: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de clorpirifds expostas através da metodologia de imersdao por um minuto, 10 dias apés a
realizacdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 18: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentragOes de clorpirifds expostas através da metodologia de imersédo por trés minutos, 10 dias ap6s
a realizacdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 19: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de clorpirifés expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, 10 dias
apos a realizaco do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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A Tabela 2 apresenta as CLsso estimadas para cada metodologia testada com clorpirifos
em cada tempo de leitura. N&o foi possivel calcular a CLso em nenhum dos tempos de imerséo
avaliados, nem para a metodologia de impregnacéo nas analises realizadas nas leituras de 24 e
48 horas de exposi¢do in vitro ao clorpirifés, devido aos baixos percentuais de mortalidade
observados (< 50%). Apenas na avaliagdo de 72 horas foi possivel estimar a CLsg para todos 0s
grupos. A metodologia de impregnacao em papel filtro apresentou a menor CLso calculada, de
100,5 pg/mL. Esta concentracdo foi sete vezes menor que a CLso obtida ne metodologia de
imersdo por um minuto, duas vezes menor que a CLsg obtida na imersdo por trés minutos e
quase trés vezes menor que a CLsg obtida no tempo de imersao de cinco minutos. A maior CLsg
obtida, no periodo de tempo de um minuto de imersdo, atingiu a concentracao de 1863 pg/mL.
Vale ressaltar que os tempos de imerséo de trés e de cinco minutos se mantiveram dentro de

um mesmo intervalo de confianca (IC 95%).

Tabela 2. Concentracdo letal 50 estimada para larvas de terceiro instar de Cochliomyia
hominivorax expostas ao clorpirifos, obtida pelos testes in vitro de impregnacdo em papel filtro
e imersdo (1, 3 e 5 minutos), apés 24, 48 e 72 horas.

Tempo de

i Metodologia CLso IC 95% Slope .,  Valor
I(fcl)tr%g? d Estimada (pg/mL) (pg/mL) : « de p
Impregnacéo
Imersdo 1 min

24
Imerséo 3 min
Imers&o 5 min
Impregnacéo
Imersdo 1 min

43
Imersdo 3 min
Imerséo 5 min oo
Impregnacéo 100,5 70,9 - 152,7 0,9 68,5 1,00
Imerséo 1 min 7773 558,1 — 1098,7 1,2 11,1 0,80

(2
Imersdo 3 min 259,3 160,2 - 320,1 11 185 0,98
Imerséo 5 min 302,3 208,8 —439,0 0,8 525 0,27

Intervalo de confianca (IC 95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLso, com
95% de confianga. A inclinacéo (Slope) do modelo matematico, representa a taxa de variacdo de mortalidade em
fungdo do aumento da concentracgdo do ativo. O teste qui-quadrado (y 2) determina o ajuste do modelo matematico
criado para o calculo da CLsg aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-
quadrado, e indica diferenca significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

Os dados com as CLsso estimadas para a redugdo de emergéncia de adultos expostos a
clorpirifés em todas as metodologias estdo representados na Tabela 3. Nao foi possivel calcular

a CLso para a a metodologia de impregnacéo em papel filtro, devido a falta de concentracfes

40



com mortalidades crescentes. Dentro da metodologia de imersdo, a maior CLso foi obtida no
tempo de imersdo por um minuto (CLsg = 541,2 pg/mL). Esta CLso foi mais de quatro vezes
maior, que as menores CLses calculadas, observadas nos tempos de imerséo de trés e cinco
minutos, que se encontram dentro do mesmo intervalo de confianca.

Também foi constatado queda da CLso necesséria para inibicdo de emergéncia de
adultos, com relac&o a obtida no calculo de mortalidade de larvas no dltimo dia de avaliacéo. E
importante ressaltar a queda da CLso necessaria para inibicdo de emergéncia das adultos em
relacdo a mortalidade de larvas. As quedas das CLsso calculadas para inibicdo de emergéncia
foram de 30%, 56% e 60% em relacdo a atividade larvicida em 72h, para as metodologias de

impregnacao em papel filtro e imersdo por um, trés e cinco minutos, respectivamente.

Tabela 3. Concentracdo letal 50 estimada sobre o percentual de inibicdo de emergéncia de
adultos de Cochliomyia hominivorax expostas ao clorpirifés em diferentes metodologias.

Metodologia CLso Estimada 1C (95%) Slope 7 Valor de p
(ug/mL) (g/mL)

Impregnacéo - - - - -

Imersdo 1 min 541,2 365,9 — 793,8 1,2 91,8 1,00

Imerséo 3 min 114,7 76,9 — 1748 0,9 62,8 1,00

Imersdo 5 min 120,1 78,9 — 1759 1,0 58,4 1,00

Intervalo de confianca (IC 95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLsg, com
95% de confianga. A inclinagdo (Slope) do modelo matemaético, representa a taxa de variacdo de inibicdo de
emergéncia em funcdo do aumento da concentragdo do ativo. O teste qui-quadrado (y 2) determina o ajuste do
modelo matematico criado para o calculo da CLsg aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se
refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenca significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

4.3 Bioensaios com Fipronil

A maior mortalidade corrigida observada nas primeiras 24h, foi encontrada na
metodologia de imersdo por trés minutos, que atingiu 96,7% em sua maior concentracao
avaliada, de 5.000 pg/mL (figura 22). As maiores mortalidades corrigidas obtidas nos tempos
de imersdo por um e cinco minutos foram de, respectivamente, 93,3% e 95% (figuras 21-23),
enguanto a maior mortalidade corrigida obtida na metodologia de impregnacao em papel filtro
atingiu 45% (figura 20). Esta mortalidade representa menos da metade daquelas descritas nos
trés tempos imersdo no mesmo periodo de observacdo. Vale ressaltar que nas primeiras 24
horas, foram observadas anormalidades na movimentacao das larvas a partir da concentragao
de 250 pg/mL em todas as metodologias. Estas anormalidades correspondem a contragdo

irregulares e dificuldade de locomocao das larvas, que ndo conseguiram concluir movimentos
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de rastejamento e percorrer a placa com eficiéncia. Nao houve mortalidade nos grupos controle

e controle de veiculo em nenhuma das metodologias, nesse periodo de tempo.
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Figura 20: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
fipronil expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, na avaliagdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 21: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragOes de
fipronil expostas através da metodologia de imersédo por um minuto, na avaliacdo de 24h. As barras de
erros representam o desvio-padrao.
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Figura 22: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragfes de
fipronil expostas através da metodologia de imerséo por trés minutos, na avaliagdo de 24h. As barras de
erros representam o desvio-padrao.
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Figura 23: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
fipronil expostas através da metodologia de imersédo por cinco minutos, na avaliacdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.

Apos 48 horas, todas as metodologias atingiram mortalidade de 100% das larvas pelo

menos em uma concentracao (figuras 24-27). A metodologia que necessitou de concentracdo

mais baixa para tal feito foi a metodologia de imersdo por um minuto, que matou todas as larvas
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testadas a partir da concentracdo de 500 pg/mL. Os periodos de imersdo de trés e cinco minutos
atingiram 100% de mortalidade nas concentra¢cbes de 2.500 pg/mL e 1.000 pg/mL,
respectivamente, enquanto a metodologia de impregnacdo em papel filtro também obteve
mortalidade total na concentragdo de 1.000 pg/mL. O grupo controle ndo apresentou
mortalidade em nenhuma metodologia, e o controle de veiculo registrou apenas 1,7% de

mortalidade nos tempos de imersdo por um e trés minutos.
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Figura 24: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentrac@es de
fipronil expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, na avaliagdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 25: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragoes de
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fipronil expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 48h. As barras de
erros representam o desvio-padrao.
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Figura 26: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracGes de
fipronil expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliacdo de 48h. As barras de
erros representam o desvio-padrao.
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Figura 27: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragOes de

fipronil expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padrao.

Ja no periodo de avaliacdo de 72 horas, foi necessario uma menor concentracao para
alcancar 100% de mortalidade na metodologia de impregnacdo em papel filtro, que matou todas
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as larvas ainda na concentracdo de 250 pg/mL (figura 28). Esta foi a concentracédo de fipronil
mais baixa capaz de atingir 100% de letalidade para larvas de C. hominivorax no presente
estudo. Entretanto, para os tempos de imersdo de um e trés minutos, as concentragcdes minimas
para alcancar mortalidade de 100% foram as mesmas que as encontradas no perido de avaliacao
de 48h (figuras 29-30). O tempo de imers&o de cinco minutos foi capaz de atingir a mortalidade
de todos os individuos, ainda na concentracdo de 250 pg/mL. A mortalidade maxima no grupo
controle foi de 1,7%, observada na impregnacéo em papel filtro, e a mesma taxa foi registrada

no controle de veiculo, na imersdo por um minuto.
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Figura 28: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentrac@es de
fipronil expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, na avaliagdo de 72h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Imersao por 1 min - 72h
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Figura 29: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentrac@es de
fipronil expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 72h. As barras de
erros representam o desvio-padrao.
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Figura 30: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
fipronil expostas através da metodologia de imers&o por trés minutos, na avaliagdo de 72h. As barras de
erros representam o desvio-padrao.
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Figura 31: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
fipronil expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 72h.

Quando foi avaliada a acdo do fipronil na inibicdo de emergéncia corrigida, a
metodologia de impregnacdo manteve a concentragdo de 250 pg/mL como a minima para
alcancar inibicdo de emergéncia de 100% dos individuos (figura 32). No caso da metodologia
de imersdo, houve queda de concentracdo minima para inibir todos os adultos nos trés tempos
de imerséo. Estas concentragdes foram de 10 pg/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL para os tempos de
imersdo de 1, 3 e 5 minutos, respectivamente (figuras 33-35). O percentual de ndo emergidos
do grupo controle variou de 1,7% a 18,3%, enquanto que o percentual de ndo emergidos do

controle de veiculo variou entre 1,7% e 11,7%.
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Impregnag¢ao em papel filtro - 10 dias
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Figura 32: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentrages de fipronil expostas através da metodologia de impregnacéo em papel filtro, dez dias ap6s
a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 33: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentragOes de fipronil expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, dez dias apos a
realizacdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 34: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fipronil expostas através da metodologia de imerséo por trés minutos, dez dias apds a
realizacdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 35: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fipronil expostas através da metodologia de imerséo por cinco minutos, dez dias ap6s
a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.

As CLsso obtidas em cada tempo de leitura para cada metodologia para testes com
fipronil estéo representadas na Tabela 4. Os maiores valores de CLs foram observados para a
metodologia de impregnacéo de papel filtro com valores de 163,8 pg/mL e 76,8 pg/mL para as
avaliacOes de 48 e 72 horas, respectivamente. N&o foi possivel calcular a CLsp em 24h, uma vez

que a mortalidade ndo atingiu 50% nesta metodologia. Mesmo assim, é possivel observar que
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a CLsg caiu para menos da metade de 48h para 72h. A CLso calculada para a metodologia de
impregnacao em papel filtro no ultimo periodo de avaliacdo (72h) representa cinco vezes o
valor da CLso encontrada na metodologia de um minuto de imersédo, sessenta e quatro vezes o
valor da CLso calculada para o periodo de trés minutos de imerséo e trinta vezes o valor da CLso
calculada para o tempo de imersdo de cinco minutos.

Na metodologia de imerséo, as CLsso foram inversamente proporcionais ao tempo de
imersdo e 0 aumento do tempo de exposic¢do ao fipronil. Dentre os tempos de imersdo, o tempo
de um minuto foi 0 que apresentou maiores CLsso de 210,1 pg/mL, 18,6 pg/mL e 14,5 pg/mL
nas leituras de 24h, 48h e 72h, respectivamente. E possivel observar que os valores de CLso
cairam abruptamente, de acordo com o0 aumento do tempo de observacdo, apds a exposi¢ado in
vitro das larvas ao fipronil. De 24h para 48h de leitura, o valor estimado das CLsso reduziu em
11, 21 e 31 vezes o valor do primeiro tempo de leitura para os tempos de imerséo de um, trés e
cinco minutos, respectivamente. J4 entre os periodos de avaliagdo de 48h e 72h, as quedas foram
mais brandas, de modo que as CLsso estimadas para os trés tempos de imerséo entre os periodos
de observacdo de 48h e 72h, permaneceram dentro de um mesmo intervalo de confianca.
Apenas a CLso calculada para a metodologia de impregnacéo em papel filtro apresentou queda

consideravel até o terceiro dia de leitura.

Tabela 4. Concentragdo letal 50 estimada para larvas de terceiro instar de Cochliomyia
hominivorax expostas ao fipronil, obtida pelos testes in vitro de impregnacdo em papel filtro e
imersdo (1, 3 e 5 minutos), apds 24, 48 e 72 horas.

Tempo de .
Leitura Metodologia SISl IC 95% Slope 2 Valor de p
(horas) (Hg/mL) (Mg/mL)
Impregnacéo - - - - -
] Imersdo 1 min 210,1 146,1 — 300,5 1,0 79 0,56
“ Imersdo 3 min 59,0 39,1-87,3 0,9 31,2 0,99
Imersdo 5 min 115,4 70,4 —182,6 33,2 33,2 0,99
Impregnacao 163,8 119,4 — 220,5 15 123,5 1,00
Imerséo 1 min 18,6 13,9 - 25,2 1,7 25,0 1,00
48 Imerséo 3 min 2,7 15-54 1,0 61,2 1,00
Imersdo 5 min 3,7 1,6 -6,3 0,8 82,9 1,00
Impregnacéo 76,8 56,5 —103,6 1,6 142,0 1,00
Imerséo 1 min 14,5 10,8 - 19,7 1,6 43,5 1,00
b Imerséo 3 min 1.2 05-22 0,9 152,2 1,00
Imerséo 5 min 25 1,2-43 0,8 105,1 1,00

Para cada CLso apresentada, esta descrita a faixa de variagdo em que se pode encontra-la. Intervalo de confianga
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(1C95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLsg, com 95% de confianca. O
declive (Slope) representa a taxa de variacdo de mortalidade em funcdo do aumento da concentracdo do ativo. O
valor do teste qui-quadrado (,2) determina o ajuste do modelo matematico criado para o célculo da CLso aos dados
experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenga significativa
entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

Para a avaliagdo da inibicdo de emergéncia por fipronil, as CLsso calculadas estdo
representadas na tabela 5. Mais uma vez, a metodologia de impregnacdo em papel filtro se
destacou por apresentar a maior CLsp (13,7 pg/mL), 13 vezes maior que a CLso calculada para
a metodologia de imers@o por um minuto. N&ao foi possivel calcular a CLso para os tempos de
imersdo de trés e cinco minutos, devido a auséncia de numero suficiente de mortalidades
crescentes.

Vale ressaltar que houve ainda queda consideravel da CLso necessaria para a inibicdo da
emergéncia de adultos, com relacdo a calculada para a mortalidade de larvas no ultimo periodo
de avaliacdo das duas metodologias. As CLsso necessarias para inibicdo de emergéncia
decresceram 82,8% e 93,1% em relacdo a atividade larvicida, para as metodologias de

impregnacao em papel filtro e imersdo por um minuto, respectivamente.

Tabela 5. Concentracdo letal 50 de fipronil frente a inibicdo da emergéncia de adultos de
Cochliomyia hominivorax.

Metodologia CLsp Estimada (ug/mL) IC 95% Slope 2
g 50 Hg (ug/mL) p X Valor de p
Impregnacéo 13,7 8,7-20,3 1,2 149 0,96
Imerséo 1 min 1,0 06-14 2,5 7,8 0,65

Imerséo 3 min - - - - -

Imersdo 5 min - - - - -

Para cada CLso apresentada, esta descrita a faixa de variagdo em que se pode encontra-la. Intervalo de confianga
(1C95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLso, com 95% de confianca. O
declive (Slope) representa a taxa de variacdo de mortalidade em funcdo do aumento da concentracédo do ativo. O
valor do teste qui-quadrado (y?) representa o grau de ajuste do modelo matematico criado para o célculo da CLsg
aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenca
significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

4.3. Bioensaios com Fluralaner

Nas primeiras 24 horas, fluralaner ndo conseguiu atingir 50% de mortalidade em
nenhuma das metodologias, com as concentracdes utilizadas (figuras 36-39). A maior
mortalidade corrigida foi observada na metodologia de impregnacgao em papel filtro, que atingiu
48,3%, na maior concentracao avaliada, de 10.000 pg/mL (figura 36). As maiores mortalidades

corrigidas encontradas nos tempos de imersdao de um, trés e cinco minutos atingiram 33,3%;
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38,3% e 43,3%, respectivamente (figuras 37-39). No entanto, sinais de toxicidade subletal,
como alteragdes na movimentacdo, onde as larvas movimentavam mais com contracdes
irregulares, do que com movimento de rastejamento, semelhante ao relatado em clorpirifos e
fipronil, j& foram notados a partir da concentracdo de 250 pg/mL nas larvas submetidas ao
contato por impregnacdo em papel filtro. Nas larvas submetidas a contato pelos trés tempos de
imersao, estes sinais ficaram mais evidentes a partir da concentracdo de 1.000 pg/mL. Dentro
de 24h, ndo houve mortalidade no grupo controle, enquanto a maior mortalidade bruta

observada no controle de veiculo foi de 1,7%,
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Figura 36: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
fluralaner expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, na avaliacdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 37: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 38: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragoes
de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliacdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Imersao por 5 min - 24h
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Figura 39: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.

No periodo de leitura de 48h, maiores taxas de mortalidade corrigida puderam ser
encontradas (figuras 40-43). A maior mortalidade corrigida observada desta vez, foi encontrada
na metodologia de imersdo por trés minutos, que atingiu 91,7% (figura 42), na maior
concentracdo avaliada. Nos tempos de imersdo de um e cinco minutos, a maior mortalidade
corrigida observada foi de 80% e 86,7% (figuras 41 e 43). J4 na metodologia de impregnacao
em papel filtro, a maior mortalidade corrigida atingiu 81,7% (figura 40). O grupo controle
permaneceu sem apresentar mortalidade a 48h de observacdo em todas as metodologias,

enguanto o controle de veiculo permanece com maxima mortalidade corrigida de 1,7%.
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Impregnacao em papel filtro - 48h

81,7
75,9 ,
100,0 800 200
70,0
(=}
= 80,0 550
q) 7
oS
@
3 600
“©
‘g 40,0
10,0
>
20,0 l
1,7
0,0 0,0 d
0,0 —
0 1 10 25 250 500 1000 2500 5000 10000

Concentragdo (ug/mL)

Figura 40: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
fluralaner expostas através da metodologia de impregnagdo em papel filtro, na avaliagdo de 48h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 41: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracGes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 42: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragfes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliacdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 43: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliagdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.

Com 72 horas de exposicdo, houve aumento da eficacia em todas as metodologias, de

modo que ja foi possivel encontrar 100% de mortalidade nos tempos de trés e cinco minutos da

metodologia de imersdo (figuras 46-47). Enquanto no periodo de trés minutos de imersdo, a

mortalidade de todos os individuos se deu na concentracdo de 10.000 pug/mL, no periodo de
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cinco minutos, esta mortalidade foi observada uma concentragéo abaixo, de 5.000 pg/mL. Neste
mesmo periodo de avaliagdo, a maior mortalidade corrigida obtida no periodo de imersao por
um minuto foi de 93,3% (figura 45), enquanto a maior mortalidade corrigida obtida na
metodologia de impregnacéo em papel filtro foi de 96,6% (figura 44). Tanto o grupo controle
quanto o grupo controle de veiculo ndo apresentaram mortalidade superior a 1,7% em nenhuma

das metodologias avaliadas.
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Figura 44: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracGes de
fluralaner expostas através da metodologia de impregnagdo em papel filtro, na avaliagdo de 72h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 45: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragoes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliagdo de 72h. As barras
de erros representam o desvio-padrao.

Imersao por 3 min - 72h

5,0 100,0
100,0
)
= 80,0
)
Ne)
.S 60,0
o
(¢0]
€ 400
o
>
20,0 L
1,7
0,0 0,0
0,0 —
0 1 1000 2500 5000 10000

Concentrag:“ao (ug/mL)

Figura 46: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentrac@es de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliacdo de 72h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.

Imersao por 5 minutos - 72h

100,0
100,0
x
< 800
)
oS
B 600
S
(]
£ 400
)
>
20,0 8
0.0 oio
0,0
0 1 10 1000 2500 5000 10000

Concentragéo (ug/mL)

Figura 47: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avalia¢do de 72h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Na andlise de inibicdo de emergéncia corrigida, foi observado aumento do efeito do
fluralaner, em relacdo ao efeito larvicida avaliado até 72h. Todas as metodologias inibiram
100% de emergéncia de individuos em mais de uma concentracdo (figuras 48-51). A
metodologia que apresentou inibicdo de 100% de emergéncia em concentracdo mais baixa, foi
a metodologia de impregnacdo em papel filtro, que apresentou inibi¢cdo de emergéncia a partir
de 250 pg/mL. A metodologia de imersdo larval nos peridos de 1, 3 e 5 minutos apresentou
inibicdo de 100% dos adultos na concentracdo minima de 1.000 pg/mL, 5.000 pg/mL e 2.500
pg/mL, respectivamente. O percentual de ndo emergidos no grupo controle variou entre 1,7%

e 3,3%, enquanto o percentual de ndo emergidos do controle de veiculo variou entre 0 e 6,7%.

Impregnag¢ao em papel filtro - 10 dias
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Figura 48: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, dez dias
apos a realizacdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Imersao por 1 min - 10 dias
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Figura 49: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, dez dias apds
a realizacdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 50: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersao por trés minutos, dez dias ap6s
a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Imersao por 5 min - 10 dias
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Figura 51: Inibicdo de emergéncia corrigida de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de fluralaner expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, dez dias
apos a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.

As CLsso calculadas para cada periodo de tempo estdo representadas na tabela 10. A
CLso ndo p0Ode ser estimada para nenhum dos tratamentos na leitura de 24 horas de exposi¢ao
in vitro, devido aos baixos percentuais de mortalidade observados (< 50%). No entanto, a partir
de 48h horas de avalia¢do, foi possivel estimar a CLso para todas as metodologias. No caso do
fluralaner, a metodologia de impregnacdo em papel filtro apresentou CLso no valor de 792,6
pug/mL, consideravelmente mais baixa que todas as metodologias de imersdo. Dentre as
metodologias de imersdo, o periodo de um minuto apresentou maior CLso, de 3632,5 pg/mL.
Os periodos de um e trés minutos apresentaram CLsSso dentro de um mesmo intervalo de
confianca.

Na avaliacdo de 72h, a metodologia impregnacao em papel filtro continuou a apresentar
a menor CLso, de 267,5 pg/mL, enquanto a metodologia de imersdo por um minuto permaneceu
com a maior CLso, de 2068,9 pg/mL. Novamente, as metodologias de imersdo por trés e cinco
minutos apresentaram CLsSso no mesmo intervalo de confianca. A avaliacdo das CLsso torna
evidente a maior atividade de fluralaner na metodologia de impregnagéo em papel filtro. A CLso
apresentada nesta metodologia no ultimo periodo de avaliacdo da acdo larvicida, é sete vezes
menor que na metodologia de imersdo por um minuto, trés vezes menor que na imersao por trés
minutos e duas vezes menor que na imersdo por cinco minutos.

A partir da avaliagdo da CLso também fica evidente o aumento de eficécia de fluralaner

em relacdo ao tempo de leitura pds tratamento. De 48h para 72h, as metodologias de
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impregnacao em papel filtro, imersdo por um minuto, imersdo por trés minutos e imersdo por

cinco minutos cairam, 66,3%, 40,5%, 52,8% e 72,2%, respectivamente.

Tabela 6. Concentracdo letal 50 estimada para larvas de terceiro instar de Cochliomyia
hominivorax expostas ao fluralaner, obtida pelos testes in vitro de impregnacao em papel filtro
e imersdo (1, 3 e 5 minutos), apos 24, 48 e 72 horas.

Tempo de Leitura ) Clso IC 95% Valor
Metodologia . Slope 2
(horas) Estimada (ug/mL) (ug/mL) de p
Impregnacéao
Imerséo 1 min
24
Imersdo 3 min
Imers&o 5 min
Impregnacao 792,6 564,5 — 1105,1 11 55,0 1,00
Imersdo 1 min 36325 2690,8 — 5245,6 14 232 1,00
48
Imersdo 3 min 1832,7 1415,2 — 2397,1 15 78 054
Imerséo 5 min 2282,8 1679,8 — 3220,0 1,2 36 011
Impregnacao 267,5 191,4 -362,4 13 84,0 1,00
Imerséo 1 min 2068,9 1588,3 — 2473,2 15 472 1,00
(2
Imerséo 3 min 872,9 666,4 —1123,3 1,6 114 0,82
Imerséo 5 min 635,5 457,2 — 868,2 1,2 67,0 1,00

Para cada CLso apresentada, esta descrita a faixa de variagdo em que se pode encontra-la. Intervalo de confianca
(1C95%), representa a faixa de variagdo em que pode estar contida a verdadeira CLso, com 95% de confianca. O
declive (Slope) representa a taxa de variacdo de mortalidade em funcdo do aumento da concentracdo do ativo. O

valor do teste qui-quadrado (;2) representa o grau de ajuste do modelo matematico criado para o calculo da CLsg
aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenca
significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

A tabela 7 mostra as CLsso estimadas para inibicdo de emergéncia de adultos. Quando
as CLsso sdo analisadas, podemos identificar novamente maior atividade da metodologia de
impregnacdo em papel filtro que alcangcou uma CLso de 15,4 pg/mL. A CLso estimada na
metodologia de impregnacao € seis vezes menor que a encontrada no tempo de imersao por um
minuto e nove vezes menor que nos tempos de imersao de trés minutos e cinco minutos. Entre
0s tempos de imersdo, o tempo de um minuto mostrou novamente menor efeito na inibicdo que
os demais, com uma CLsg calculada de 302,7 pg/mL. As CLsso dos tempos de trés e cinco
minutos novamente se encontraram dentro de mesmo intervalo de confianga novamente.
Também é importante ressaltar a queda da CLso necessaria para inibicdo de emergéncia das
adultos em relagdo a mortalidade de larvas. As quedas das CLsso calculadas para inibi¢do de
emergéncia foram de 94,3%, 85,4%, 89,5% e 89,4% em relagdo a mortalidade em 72h pos-
tratamento para as metodologias de impregnacdo em papel filtro, imersdo por um, trés e cinco

minutos, respectivamente.
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Tabela 7. Concentracdo letal 50 de fluralaner frente a inibicdo da emergéncia de adultos de
Cochliomyia hominivorax.

Metodologia CLso Estimada IC (35%) Slope » Valor de p
(ug/mL) (Hg/mL)

Impregnacao 154 10,1 — 26,7 1,2 40,6 1,00
Imersdo 1 min 302,7 206,3 — 4434 1,0 58,6 1,00
Imersdo 3 min 92,0 62,8 — 130,3 1,1 11,0 0,80
Imersédo 5 min 67,7 44,4 - 91,2 0,8 13,0 0,89

Para cada CLso apresentada, esta descrita a faixa de variagdo em que se pode encontra-la. Intervalo de confianca
(1C95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLso, com 95% de confianca. O
declive (Slope) representa a taxa de variagdo de mortalidade em funcdo do aumento da concentracdo do ativo. O
valor do teste qui-quadrado (,2) representa o grau de ajuste do modelo matematico criado para o calculo da CLsg
aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenca
significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

4.5. Bioensaios com Doramectina

No caso da doramectina, aumentos de mortalidade estatisticamente significativos ndo
foram observados com o passar do tempo de avaliagdo em nenhuma das concentragdes de
nenhuma das metodologias (figuras 52-63). Diferente dos demais farmacos testados neste
trabalho, o comportamento observado nas larvas submetidas a doses subletais de doramectina
ndo causou contragdes e movimentacdo involuntéria das larvas. Neste caso, foi observado
paralisia flacida das larvas desde as primeiras 24h. Esta paralisia foi notada a partir da
concentracdo de 500 pug/mL em todas as metodologias avaliadas. Algumas larvas, no entanto
foram capazes de voltar a se movimentar e até mesmo tornarem-se pupas nos tempos de
avaliacdo subsequentes. Contudo, a partir da concentracdo de 10 pg/mL em todas as
metodologias, j& foram observadas larvas com movimentagdo mais lenta que as presentes nos
grupos controle, possivelmente ja sobre algum efeito da doramectina.

A maior mortalidade corrigida atingida foi de 96,7% obtida nos trés tempos da
metodologia de imersdo (figuras 52-55). No periodo de imersdo de um e trés minutos esta
mortalidade corrigida foi atingida na concentracdo de 2.500 pug/mL (figuras 53-54), enquanto
no periodo de imersdao de cinco minutos a mesma mortalidade corrigida foi atingida na
concentracdo de 5.000 pug/mL (figura 55), ainda nas primeiras 24h. Ja na metodologia de
impregnacdo em papel filtro, a maior mortalidade corrigida atingiu 91,7% (figura 52). Todas
estas taxas foram obtidas ainda nas primeiras 24h e perduraram até o Gltimo periodo de leitura
(72h). Néo foi observada mortalidade do grupo controle em nenhum dos tempos de avaliagdo

de nenhuma das metodologias. No caso do controle de veiculo, 1,7% de mortalidade foi
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encontrada em 72h de avaliagdo da metodologia de impregnagdo em papel filtro e néo foi

observado mortalidade em nenhum tempo avaliado da metodologia de imerséo.
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Figura 52: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
doramectina expostas através da metodologia de impregnacdo em papel filtro, na avaliacdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 53: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragOes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdao por um minuto, na avaliacdo de 24h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 54: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracGes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliagdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.

100,0

80,0

60,0

40,0

Mortalidade (%)

20,0

0,0

Imersao por 5 min - 24h

96,7
85,0

90,0
67,2 61,7
53,3
11,7
17 >0 ﬁ
°© 1 g
10 25 250 500

1000 2500 5000 10000
Concentracao (ug/mL)

Figura 55: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragOes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliacdo de 24h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Impregnagao em papel filtro - 48h
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Figura 56: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracgdes de
doramectina expostas através da metodologia de impregnagdo em papel filtro, na avaliagdo de 48h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 57: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentragdes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliacdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 58: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
doraectina expostas através da metodologia de imersao por trés minutos, na avaliacdo de 48h. As barras
de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 59: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliagcdo de 48h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Impregnagao em papel filtro - 72h
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Figura 60: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracdes de
doramectina expostas através da metodologia de impregnagdo em papel filtro, na avaliacdo de 72h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 61: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por um minuto, na avaliagao de 72h. As barras
de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 62: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracGes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por trés minutos, na avaliacdo de 72h. As
barras de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 63: Mortalidade corrigida das larvas de Cochliomyia hominivorax em todas as concentracfes de
doramectina expostas através da metodologia de imersdo por cinco minutos, na avaliagcdo de 72h. As
barras de erros representam o desvio-padréo.

Na analise de inibicdo de emergéncia corrigida, todas as metodologias foram capazes

de inibir a emergéncia de todos os adultos ainda na concentracdo de 250 pg/mL, exceto na

imersdo por cinco minutos (figuras 64-66). Este tempo de imersdo sO foi capaz de inibir a

imersdo de todos os individuos a partir da concentracdo de 1.000 pg/mL (figura 67). O

percentual de ndo emergidos no grupo controle e o controle de veiculo variou entre 3,3% e 6,7%
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entre as metodologias.

Impregnacao em papel filtro - 10 dias
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Figura 64: Inibigdo de emergéncia corrigidio de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentragOes de doramectina expostas através da metodologia de impregnacéo em papel filtro, dez dias
apos a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Figura 65: Inibicdo de emergéncia corrigidio de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentracOes de doramectina expostas através da metodologia de imerséo por um minuto, dez dias apés
a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.
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Imersao por 3 min - 10 dias
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Figura 66: Inibicdo de emergéncia corrigidio de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentragOes de doramectina expostas através da metodologia de imersdo trés minutos, dez dias ap6s
a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padréo.
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Figura 67: Inibicdo de emergéncia corrigidio de adultos de Cochliomyia hominivorax em todas as
concentragOes de doramectina expostas atraves da metodologia de imersdo por cinco minutos, dez dias
apos a realizagdo do ensaio. As barras de erros representam o desvio-padrao.

Na tabela 12 estdo apresentadas as CLsso calculadas para cada concentragcdo em cada
tempo de avaliacdo de cada metodologia. Nas primeiras 24h, a metodologia de impregnacao

atingiu a maior CLsg calculada, de 994,9 pg/mL. A menor CLso foi obtida na metodologia de
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imersdo por cinco minutos, de 268,4 pg/mL. Vale ressaltar que as CLsso obtidas nos trés tempos
de imersdo se enquadraram no mesmo intervalo de confianga. Desta vez, as CLSso obtidas em
todas as metodologias avaliadas se mantiveram dentro de um mesmo intervalo de confianga nas
leituras de 24h, 48h e 72h. Na avaliacdo de 72h, a metodologia de impregnagéo em papel filtro
apresentou CLsg proxima do dobro dos tempos de imersdo de um e trés minutos, e ao triplo da

encontrada na imersao por cinco minutos.

Tabela 8. Concentragdo letal 50 estimada para larvas de terceiro instar de Cochliomyia
hominivorax expostas a doramectina, obtida pelos testes in vitro de impregnacdo em papel filtro
e imersdo (1, 3 e 5 minutos), apos 24, 48 e 72 horas.

Tempo de Leitura ) ClLso 1C 95% Valor
Metodologia ) Slope 7
(horas) Estimada (ug/mL) (ug/mL) de p
Impregnacao 994,9 712,5 — 1389,7 1,1 351 1,00
] Imersdo 1 min 437,3 315,7-589,8 13 285 1,00
= Imersdo 3 min 329,7 230,7 — 458,4 11 62,3 1,00
Imersdo 5 min 268,4 185,0 - 378,3 11 389 1,00
Impregnacao 910,7 648,7 — 1276,2 1,1 27,8 1,00
Imersdo 1 min 389,9 276,2 — 536,3 1,2 281 1,00
* Imersao 3 min 302,6 2011,0 - 4219 11 70,1 1,00
Imerséo 5 min 272,4 187,1 —385,6 11 329 1,00
Impregnacao 676,3 474,5 — 955,2 11 32,9 1,00
] Imerséo 1 min 334,3 232,3 —469,0 11 30,5 1,00
“ Imersdo 3 min 302,6 211,0-4219 11 70,1 1,00
Imersdo 5 min 215,3 141,0 — 319,2 0,9 20,1 0,99

Para cada CLso apresentada, esta descrita a faixa de variagdo em que se pode encontra-la. Intervalo de confianca
(1C95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLsg, com 95% de confianca. O
declive (Slope) representa a taxa de variacdo de mortalidade em funcdo do aumento da concentracdo do ativo. O
valor do teste qui-quadrado (y2) representa o grau de ajuste do modelo matematico criado para o célculo da CLsg
aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenga
significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

Na tabela 13, estdo descritas as CLsso calculadas para a inibicdo de emergéncia de
adultos. Nao foi possivel calcular a CLso para os tempos de imersdo de trés e cinco minutos,
devido a auséncia de numero suficiente de mortalidades crescentes. Diferente do que foi
observado na avaliacdo da atividade larvicida com doramectina, a metodologia de impregnacao
em papel filtro apresentou menor CLso relacionada a inibicdo de emergéncia de adultos, em
comparacdo & metodologia de imersdo. Doramectina foi o farmaco que apresentou maior queda
das CLsso calculadas na avaliagdo da inibicdo de emergéncia, em relacdo as encontradas para

atividade larvicida. As CLsso obtidas para inibicdo de emergéncia foram 157 e 17 vezes
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menores que as mortalidades observadas na avaliagdo de 72h, para as metodologias de

impregnacao em papel filtro e imerséo larval por um minuto, respectivamente.

Tabela 9. Concentracdo letal 50 estimada sobre o percentual de inibicdo de emergéncia de
adultos de larvas de Cochliomyia hominivorax expostas a doramectina em diferentes
metodologias.

A 0,
Metodologia CLso Estimada IC (95%) Slope 7 Valor de p
(ug/mL) (Hg/mL)
Impregnacao 4,3 20-75 0,8 68,7 1,00
Imersdo 1 min 19,7 13,6 — 27,9 15 72 0,48

Imersao 3 min - - - - -

Imersdo 5 min - - - - -

Para cada CLso apresentada, esta descrita a faixa de variagdo em que se pode encontra-la. Intervalo de confianca
(1C95%), representa a faixa de variacdo em que pode estar contida a verdadeira CLsg, com 95% de confianca. O
declive (Slope) representa a taxa de variacdo de mortalidade em funcdo do aumento da concentracéo do ativo. O
valor do teste qui-quadrado (,2) representa o grau de ajuste do modelo matemético criado para o calculo da CLsp
aos dados experimentais de cada metodologia. O valor de p, se refere ao teste qui-quadrado, e indica diferenga
significativa entre o valor observado e estimado quando p < 0,05.

5 DISCUSSAO

No presente estudo, as CLsso encontradas nos testes com fipronil foram muito maiores
que as encontradas em outros estudos que desafiavam outras espécies de artropodes contra este
mesmo farmaco. Su e Cheng (2014), calcularam CLso de 0,11 ppm em 24h para L3 do culicideo
Culex quinquefasciatus, em testes de contato. Neste trabalho, no mesmo periodo de leitura, as
CLsso, quando calculadas variaram de 59 a 210,1 ppm, de acordo com a metodologia. Ali, Nayar
e Gu (1998) calcularam a CLso para L4 de seis espécies de culicideos e dois crinomideos
submetidas a uma metodologia de ingestdo por 48h. Entre todas as oito espécies, a maior CLsg
encontrada foi de 0,023 ppm, contra a espécie Aedes albopictus. Nas metodologias testadas
neste estudo, a CLsp no mesmo periodo de leitura variou de 2,7 a 163,8 ppm. Stratman et al.
(2013), em seu trabalho com testes de contato de fipronil contra as larvas de oito dias de idade
do crinomideo Cricotopus lebetis, obtiveram uma CLso de 1,78 x 10 > ppm em 72h de leitura.
No mesmo periodo de leitura, a CLso encontrada em nosso trabalho nas quatro metodologias
variou entre 1,2 e 76,8 ppm. Gassel et al. (2014), ao compararem a acdo de ingestdo de fipronil
contra diferentes parasitos de importancia veterinaria, encontraram maior tolerancia de larvas
de primeiro instar (L1) do também califorideo Lucilia cuprina a adultos de Ctenocephalides
felis e Stomoxys calcitrans, L1 de Aedes aegypti e ninfas de terceiro instar (N3) de Ornithodoros

moubata, todas expostas a fipronil também por ingestao.
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No caso da CLsp necessaria para inibicdo de emergéncia, apesar da grande queda em
relacio a CLso observada para a acdo larvicida, as concentragdes necessarias para C.
hominivorax, ainda se mostram maiores que as necessarias para outras espécies. No presente
trabalho, a CLso para inibicdo de emergéncia, quando calculada, variou de 4,7 a 13,7 ppm.
Medina et al. (2004) calcularam CLso de 0,26 ppm para L3 do crisopideo Chrysoperla carnea
submetidas a fipronil por gotejamento. Em testes de contato com larvas do efemerideo Cloeon
dipterum, Germing et al. (2023) encontraram CLso de 1,6 x 10* ppm. Adan et al. (2011)
encontraram uma inibicdo de emergéncia de 93% do braconideo Psyttalia concolor, mesmo,
exposto de forma tdpica a uma concentracdo de apenas 1 ppm de fipronil ainda na fase de L3.
Variages nas expressdes génicas de rotas de desintoxicacdo sdo comuns entre espécies de
artropodes (HAAS et al., 2022; HAYWARD et al., 2023, REN et al. 2021; VOLANTE et al.,
2022). Muitas vezes, a quantidade de enzimas desintoxicantes produzidas por determinadas
espécies esté relacionada com o grau de desafio a xenobidticos que estas sdo submetidas em
seu ambiente (AMEZIAN, NAUEN, LE GOFF, 2021; WU, HOY, 2016; ZHANG et al., 2019).
Miiases, normalmente sdo ambientes com alta infec¢do bacteriana (DULDULAO et al., 2025;
MURA et al., 2025; RARES et al., 2025). A maior toleréncia de C. hominivorax ao fipronil em
relacdo a outros insetos, pode se justificar pelo fato de uma maior producdo de enzimas
desintoxicantes por estas larvas, necessarias para a sobrevivéncia das mesmas em feridas
contaminadas.

Em todas as metodologias testadas, houve diminui¢do da CLso de fipronil a cada tempo
de leitura. Efeitos tempo dependentes de fipronil também sdo observados em muitos trabalhos
(AKPESSE et al., 2014; CACERES DEL-CARPIO, IANNACONE, 2021; TOMINAGA et al.,
2024). Insetos expostos ao fipronil, apresentam inicial aumento de enzimas que atuam no
processo de desintoxicagdo como citocromo P-450, carboxilase, glutationa sulfurtransferase,
catalase e superdxido dismutase (ABOUT-TALEB, BARRANIA, ATTIA, 2015; GAO et al.,
2021; JIN et al., 2020; SIDDIQUI, et al., 2022, XIONG et al., 2019). Estas enzimas séo
importantes para expulsar xenobidticos, bem como controlar o aumento de espécies reativas a
oxigénio, que comumente aumentam seus niveis em artrépodes desafiados com fipronil
(JAMEEL et al., 2019; WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2015). No entanto, apds 48h de
exposicdo pode haver queda da producgéo de alguma destas enzimas, em consequéncia aos danos
fisioldgicos causados pelo ativo no organismo (JAMEEL et al., 2019, PINTO et al., 2024).

Desta forma, insetos expostos ao fipronil tornam-se mais susceptiveis a efeitos desta droga em
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maiores periodos pds exposicdo, 0 que explica o aumento da eficicia de fipronil nas duas
metodologias, apos 24h de observacao, observado no presente trabalho.

Quedas de CLso de fipronil sdo comumente relatadas quando comparadas as
concentraces necessarias para acdo larvicida e inibicdo de emergéncia. No trabalho de
Shumilova et al. (2021), os autores precisaram de uma concentracdo de 1,22 ppm de fipronil
para matar 50% de L3 de Musca domestica, mas conseguiram provocar a inibicdo de
emergéncia de 95% dos adultos, quando as mesmas L3 foram expostas a uma concentracao
menor, de 0,5 ppm. Monteiro et al. (2019) obtiveram CLso de 1,74 x 10 ppm de fipronil, para
L1 de Chironomus riparius. No entanto, na avaliacdo da inibicdo de emergéncia de adultos
provenientes da mesma geracdo de larvas, a CLso calculada caiu para 6,9 x 10° ppm. No estudo
de Jameel et al. (2019) foi observada mortalidade de 40% das L4 de Spodoptera litura
desafiadas com uma concentracdo de 80 ppm, em 24h de leitura. Larvas do mesmo instar
desafiadas com a mesma concentragéo de fipronil apresentaram uma reducéo de emergéncia de
67% do total desafiado. Apesar de ndo haver um aumento tdo discrepante de acéo de inibicao
de emergéncia, em relacdo a acdo larvicida deste ultimo estudo comparado com nosso trabalho,
Jemeel et al. (2019) constataram 26% de mal formacdo dos adultos emergidos. Existem ainda
trabalhos que apontam reducdo do consumo de oxigénio por artropodes expostos a doses
subletais de fipronil (AL-YASSEIN, et a., 2022; FARDER-GOMES, 2022; NICODEMO et al.,
2014) de modo que elas encontrem dificuldade para completar a metamorfose. Alguns estudos
bioquimicos constatam diferencas no perfil lipidico e proteico do grupo exposto a subdosagens
de fipronil, como alteracbes na expressao de globinas, proteinas de citoesqueleto, proteinas
motoras e proteinas de biossintese (MONTEIRO et al., 2019; PINTO et al., 2024). Desta
maneira, muitas larvas que sobrevivem a acao neurotdxica de fipronil podem ndo encontrar
energia suficiente para deixarem as pupas e emergirem de forma saudavel.

Muitos outros estudos, observaram anormalidades no comportamento e movimentagao
de larvas expostas a subdosagens de fipronil (FARDER-GOMES et al., 2024; JINGUJI et al.,
2018; MEDINA et al., 2004; STRATMAN et al., 2013). A dificuldade de movimentacéo das
larvas pode ser atribuida ao perfil neurotoxico de fipronil. Esta droga, como todos 0s
fenilpirazois, age por meio do bloqueio dos receptores do acido Gama-Aminobutirico (GABA),
através da ligacao aos receptores beta3, dos canais cloreto-dependentes. Esta ligagcdo antagoniza
o efeito do neurotransmissor GABA e provoca paralisia por hiperexcitagdo dos artrépodes
(MAMBOUNGOU et al., 2024; ROSA et al., 2024; SINGH et al., 2021). Mesmo que esta

paralisia ndo atinja um grau letal, as larvas de nosso estudo que se encontraram nestes padrfes
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dificilmente estariam aptas a se locomover, alimentar e mesmo permanecer na ferida. Larvas
com estas caracteristicas provavelmente apresentariam menos impactos danosos a seu
hospedeiro.

Nos testes com clorpirifés, as CLssg s6 foram alcancadas em todos os testes a partir de
72h e variaram entre 100,5 e 777,3 ppm, a depender da metodologia utilizada. Dad e Yosuf
(2011), submeteram larvas no estadio L3 de Musca domestica e obtiveram uma CLso de 2.500
ppm em 48h de leitura. Overmyer; Mason e Ambrust (2005), fizeram um teste de ingestdo com
todos os estadios larvais do simulideo Simulium vittatum e obtiveram CLso em torno de 2 x 10~
ppm, em 48h de leitura. Ainda em trabalhos com testes de ingestéo, Qie et al. (2022), obtiveram
CLso de 0,04 ppm, em 24h de observacéo para o culicideo Aedes aegypti. Apesar dos aparentes
sinais de maior tolerancia ao clorpirifés das larvas de C. hominivorax utilizadas no presente
estudo em relacdo a espécies utilizadas em outros estudos, Rico (2022) relata auséncia de genes
de mutagdo W215S em 77,8% da populacéo de C. hominivorax da UFRRJ, a mesma utilizada
no presente trabalho. A mutacdo W251S leva a superexpressdo da enzima carboxilesterase, que
por sua vez facilita a degradacéo de organofosforados (DE CARVALHO et al., 2010; HEIDARI
etal., 2004, YANG et al., 2023) e piretroides (DA SILVA, AZEREDO-SPIN, 2009; HEIDARI
et al., 2005; ZHANG et al., 2010). No entanto, existem outras formas possiveis de
desenvolvimento de resisténcia, como a substituicdo de aminoacidos do sitio ativo da
acetilcolinesterase, ja foi evidenciada em outros trabalhos com organofosforados em C.
hominivorax, porém em menor casuistica (DA SILVA, DE CARVALHO; AZEREDO-ESPIN,
2011). Futuros estudos devem avaliar a expressao de outras formas de resisténcia a clorpirifos
nesta mesma populagdo, por meio de diagnostico molecular.

Devi et al. (2024) desafiaram com clorpirifds, larvas de uma cepa de Spodoptera litura
com resisténcia a clorpirifés experimentalmente induzida. Os autores obtiveram CLso de 232,7
ppm em um periodo de 48h. No presente estudo, ndo houve 50% de mortalidade em nenhuma
das concentra¢des avaliadas em nenhuma das metodologias no mesmo periodo de tempo. Caso
a cepa utilizada no presente estudo ndo apresente outro mecanismo de acdo, a nao ser a
superexpressdo da enzima carboxilase, a comparacao entre nosso estudo e o estudo de Devi et
al. (2024), indica que, mesmo uma populacao totalmente resistente a clorpirifés de S.litura é
muito mais susceptivel que uma predominantemente selvagem de C. hominivorax. Portanto,
podem existir diferencas bioldgicas que explicam maior tolerdncia de C. hominivorax a
clorpirifoés em relacdo a outras espécies. Outros estudos ja relataram que insetos que apresentam

maior espessura de cuticula e diferentes composi¢Ges da mesma, sdo capazes de apresentar
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maior resisténcia a acdo de farmacos, quando postos em contato de forma tépica, como foi o
caso das metodologias empregadas no presente estudo. Contudo, estes estudos fazem
comparagdo sempre entre individuos e linhagens dentro de uma mesma espécie (JACOBS et
al., 2023; LI et al., 2025; LUCCHESI et al., 2022; XU et al., 2022; WANG et al., 2025). A
literatura carece de estudos que comparam a espessura e composicdo da cuticula de C.
hominivorax com relacdo a outras espécies. Futuros estudos devem ser feitos para avaliar 0s
possiveis mecanismos de defesa de cepas C. hominivorax ndo resistentes a clorpirifés e
comparar a susceptibilidade destas com cepas de outras espécies que também sdo livres de
resisténcia, para confirmar e entender os motivos da resisténcia natural de C. hominivorax em
relacdo a maioria dos outros insetos que ja foram submetidos a exposi¢ao dos mesmos farmacos
utilizados no presente estudo.

Apesar de ndo haver estudos que calculem a CLs relativa a inibicdo de emergéncia de
insetos expostos ao clorpirifds, existem relatos na literatura de outros trabalhos que observaram
inibicdo de emergéncia por clorpirifés em doses subletais. Em testes de contato, Al Naggar,
Giesy e Kholy (2019) constataram uma emergéncia de apenas 26% de L3 de Culex pipiens
submetidas a testes de ingestdo de clorpirifés na concentragio de 3 x 10° ppm. Em nosso
estudo, as inibi¢cGes de emergéncia sé foram visiveis a partir da concentracdo de 250 ppm, que
variaram entre 2 e 91,7%, conforme a metodologia utlizada. Devi et al. (2024), em testes de
ingestdo, obtiveram emergéncia de 62% com L2 de uma cepa comprovadamente livre de
resisténcia de Spodoptera litura expostas a uma concentracdo de 82,8 ppm de clorpirifés. O
percentual de inibigdo de emergéncia mais proximo encontrado em nossos ensaios, foi de 47,1%
nos testes com imersdo por trés minuto, porém em uma concentracao trés vezes maior, de 250
ppm. Souza et al. (2014) encontraram emergéncia de apenas 19% de pré-pupas de
Trichogramma pretiosum submetidas a uma concentracdao de 96 ppm de clorpirifés. Em nosso
estudo, inibicdo de emergéncia aproximada, de 76,3%, foi observada no teste de imerséo por
cinco minutos, porém em concentracdo mais que duas vezes maior, de 250 ppm. Novamente, é
possivel observar maior tolerancia a acdo de C. hominivorax, em relacdo a outras espécies,
mesmo no que diz respeito a ruptura do ciclo.

No presente estudo, também houve quedas consideraveis de CLso necessaria para agdo
larvicida de clorpirifos, em relacdo a CLso calculada para inibicdo de emergéncia. Maior acao
na inibicdo de emergéncia em relagdo a atividade larvicida também foi observado em outros
estudos com clorpirifés. No trabalho de Devi et al. (2024), dentro de uma populacdo de

laboratorio de S. litura, a mesma concentragdo que matou 50% das larvas de terceiro estadio,
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inibiu a emergéncia de 69% do total de larvas desafiadas. No mesmo trabalho, a concentragdo
necessaria para matar 50% das larvas de outra populacdo de S. litura, esta considerada resistente
a clorpirifés, obteve uma reducdo de emergéncia de 71,5% do total de larvas desafiadas. Agra
e Soares (2009), obtiveram uma mortalidade de 33,3% de L1 de Chironomus riparius
submetidos a testes de ingestdo de clorpirifds. Os autores também avaliaram a emergéncia de
adultos para a mesma concentragdo e obtiveram uma inibigdo de 70% do nimero de individuos
desafiados. A concentracdo calculada para matar 50% de L4 de Coccinella septempunctata
serviu para inibir a emergéncia de mais de 60% do total desafiado. Chen et al. (2024) chamam
atencdo para a capacidade de concentra¢@es subletais de clorpirifés de reduzir a produgédo da
enzima Ca*>-Mg*2 ATPase de artropodes. Esta enzima, dentre outras fungdes, ¢ importante na
sintese proteica para formacdo de tecidos celulares (PERIZ, FORTTINI, 1999). Em insetos,
estudos mais recentes, ressaltam ainda o papel trivial da enzima Ca*2-Mg*? ATPase na producio
de quitina e metamorfose de todas as fases (TANG et al., 2022; ZHU et al., 2022).
Possivelmente, também houve quedas na producdo desta enzima nas larvas desafiadas com
clorpirifés em nosso estudo, o que justificaria a ndo emergéncia de muitas larvas que, mesmo
tratadas, conseguiram resistir aos efeitos neurotoxicos causados pelo clorpirifos e atingir a fase
de pupa.

No presente estudo, as CLsso necessarias para avaliar a acdo larvicida somente foram
calculadas no terceiro dia ap6s a exposicédo, devido a baixas mortalidades nas primeiras 48h pos
teste. Aumentos de mortalidade de artrépodes expostos a clorpirifés em relacdo ao tempo
também foram constatados em outros estudos (KALITA, HALOI, DEVI, 2016; PLATA-
RUEDA et al. 2020; SALCHI, JALAIZAND, MODARESI, 2016). Estudos evidenciam agéo
citotdxica e genotoxica de subdosagens de clorpirifds, que interferem na capacidade de mitose
celular e induzem apoptose (ADEDARA et al., 2015 KALITA, HALOI, DEVI, 2016). Estas
disfungdes celulares ndo matam o artropode subitamente como a atividade neurotoxica, mas
limitam o0s processos de regeneracdo e sobrevivéncia ao longo do tempo, 0 que explica o
crescimento de mortalidade em relacdo ao tempo de avaliacdo. Rico (2022), utilizando a mesma
metodologia de impregnacdo utilizada no presente estudo, conclui que o melhor periodo de
avaliacdo de mortalidade de L3 para testes com clorpirifds é o de 72h. O autor também observou
0 aumento da eficacia de clorpirifés ao longo do tempo de exposicdo as larvas de C.
hominivorax, bem como alteragdes de locomoc&o ainda nas primeiras 24h. A comparagéo entre
os resultados obtidos em nosso trabalho e no trabalho de Rico (2022), indica que a metodologia

de papel filtro é simples e replicavel para outros trabalhos.
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Anormalidades na movimentacao, também s&o relatadas em outros estudos que avaliam
o efeito subletal de clorpirifos (ADEDARA et al., 2015; CHEN et al., 2024; SHARMA,
MONHATY, 2025). Tais anormalidades podem estar relacionadas ao mecanismo de agédo
neurotoxico dos organofosforados em geral, que inibem a producéo de acetilcolinesterase. Esta
inibicdo causa excesso de acetilcolina no espaco inter sinaptico e consequente paralisia
espastica, devido a hiper estimulagdo dos receptores colinérgicos (ARONIADOU-
ANDERJASKA et al., 2023; RAHMAN et al., 2021; TSAI, LEIN, 2021). Vale ressaltar que as
larvas de C. hominivorax com este padrdo de movimentacdo dificilmente conseguirdo se
alimentar normalmente e causardo menores prejuizos em feridas de animais infestados.

N&o h& muitos estudos que avaliam atividade larvicida in vitro de doramectina para
dipteros. Em um teste de impregnacdo de meio com doramectina, Aljasim et al., (2024),
encontraram CLso de 0,2 ppm, ap6s 12h de observacdo para L3 do oestridaeo Cephalopina
titillator. No presente estudo, as CLso calculadas no menor tempo de avaliagdo (24h), variaram
entre 994,9 ppm e 268,4 ppm, conforme a metodologia testada. Apesar do presente estudo
avaliar a acdo de doramectina em um tempo de observacdo maior (24h), a CLso calculada é
mais de 1000 vezes maior que a encontrada no estudo de Aljasim et al. (2024). Esta comparacao
indica maior tolerancia de larvas de C. hominivorax a doramectina em relagdo a algumas
espécies de dipteros. Contudo, a hipdtese de maior espessura de cuticula ndo se enquadra bem
para 0s testes com doramectina, uma vez que em todas as metodologias foi observado
mortalidade imediata logo nas primeiras 24h de observacdo. Doramectina foi o Unico ativo
testado que ndo apresentou aumento de atividade associado ao aumento de tempo de observagao
neste trabalho. Estes resultados vdo de encontro com o observado por outros autores que
estudaram o processo de resisténcia por espessamento e composicao de cuticula. Estes autores
notaram que a absorcéo e efeito de farmacos em individuos com maior cuticula é mais gradual
que em individuos de cuticula mais fina e de composicdo mais vulneravel a penetracdo de
farmacos (LILLY et al., 2016; MENG et al., 2023).

Da mesma forma, Khater, Ramadan e Mageid (2013), ao emergirem L3 do Cuterebrideo
Dermatobia hominis, por um minuto na concentracdo de 300 ppm de doramectina, obtiveram
mortalidade de 80% em 24h e 100% em 48h. Em nosso trabalho, a concentragdo de 500 ppm,
mesmo maior que a avaliada por Khater, Ramadan e Mageid (2013), ndo apresentou
mortalidade maior que 76,7%, nas mesmas 48h de avaliagdo em qualquer uma as metodologias.
Possivelmente, a maior tolerancia a doramectina encontrada por Khater, Ramadan e Mageid

(2013) em L3 de D. hominis se justifica por uma maior espessura da cuticula deste parasito em
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relacdo a larvas do mesmo instar de C. hominivorax. Portanto, os resultados obtidos com
doramectina, somados aos obtidos com os outros farmacos reforcam a suspeita de que existe
uma maior producédo de enzimas desintoxicantes em C. hominivorax. Esta hipotese é sustentada
pelo fato de larvas observadas completamente paralisadas na leitura de 24h voltarem a
apresentar movimentacao nos periodos de tempo seguintes, 0 que mostra uma recuperacao das
fungdes motoras e biologicas das mesmas, provavelmente em resultado de um processo eficaz
de desintoxicacdo, como ja citado anteriormente nesta discuss&o.

Curiosamente, apesar da mortalidade das larvas de C. hominivorax expostas a
doramectina ndo apresentar aumento relevante apds a leitura de 24h, doramectina foi o farmaco
que apresentou maior inibicdo de emergéncia de adultos provenientes das larvas sobreviventes
aos testes larvicidas. Nos resultados relacionados a inibicdo de emergéncia, as CLso calculadas
para este farmaco reduziram em mais de 90%, quando comparadas com as CLssg calculadas
para a Ultima avaliacdo de acdo larvicida (72h). Doan et al. (2013) observaram que carrapatos
da espécie Haemaphysalis longicornis apresentaram dificuldade em realizar a ecdise de ninfa
para adulto, quando expostos a subdosagens de doramectina. O processo de emergéncia das
moscas, tambeém compreende uma ecdise, em que moscas adultas necessitam de alta capacidade
de contragdo muscular para conseguirem emergir de suas pupas (KAMMER, KINNAMON,
1977; WHITE, EWER, 2014). Embora ndo existam estudos que avaliem detalhadamente a agéo
miotoxica de subdosagens de doramectina em artropodes, a acdo de outra droga da mesma
classe, a ivermectina, € bem documentada na literatura: Verdu et al. (2015), apontam perda de
forca isométrica de besouros da espécie Scarabaeus cicatricosus expostos a subdosagens de
ivermectina. Montasser e Amin (2010) evidenciam lesdes nos miofilamentos, corpos densos e
sistema sarcotubular das células musculares do carrapato Argas persicus, quando exposto a
ivermectina. Possivelmente, doramectina possui 0 mesmo efeito negativo duradouro na
musculatura de C. hominivorax, que interfere no processo de ecdise de adultos e justifica a
queda tdo drastica da CLso necessaria para a inibicdo de emergéncia, em relacdo a CLso
necessaria para mortalidade das larvas.

Neste estudo, as larvas expostas a doramectina apresentaram paralisia flacida, sem
qualquer sinal de movimentacgéo ou tdnus muscular, o que tornou muito dificil diferenciar larvas
mortas de moribundas na avaliacdo de 24h. Esta resposta foi diferente da observada nos testes
com qualquer outro dos trés ativos, mas é tipica de larvas submetidas & acdo das lactonas
macrociclicas (CAMPBEL, 2012; CERNA-CHAVEZ, 2024; LUMARET et al., 2012). Esta
base farmacologica, que engloba a doramectina age por meio da ligacdo aos canais de cloreto
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glutamato-dependentes, que aumentam a permeabilidade das células aos ions de cloro. Existe
também um mecanismo secundario, que se baseia na ativacao dos receptores de acido gamma-
aminobutirico (GABA). Estes mecanismos de acdo resultam na hiperpolarizacdo de membrana
celular e paralisia da neuromusculatura do parasito. (JUNCO et al., 2021; MWACALIMBA et
al., 2024; PRICHARD, 2021). E importante ressaltar que as larvas de C. hominivorax que se
apresentaram paralisadas no primeiro dia de observagdo, ndo conseguiriam se alimentar e por
isso ja reduziriam os efeitos do parasitismo por C. hominivorax. No entanto, esta conclusao so6
pode ser definitiva apos resultados obtidos em teste in vivo.

A mortalidade obtida neste estudo para larvas de C. hominivorax expostas a fluralaner,
€ menor que a encontrada em outros estudos, com outras espécies de insetos. Dagg, Estep e
Burgess (2025), encontraram uma CLso de 0,22 ppm, para larvas entre estidgio L3 e L4 do
culicideo Aedes aegypti ap6s uma exposicdo por 48h, em testes de contato. A CLso obtida no
presente estudo, com a mesma metodologia e 0 mesmo tempo de avaliagdo variou em uma faixa
bem mais alta, entre 792,6 e 3632 ppm. Em teste de contato contra L4 do também culicideo
Culex pipiens pallens, Huang et al. (2022) obtiveram mortalidade de 100% das larvas num
prazo de 72h, mesmo quando expostas a uma concentracao de apenas 0,025 ppm de fluralaner.
No presente estudo, a menor concentracdo necessaria para se alcancar 100% de mortalidade no
mesmo periodo de avaliacdo foi de 5.000 ppm, na metodologia de imersdo por trés minutos.
Fora da ordem Diptera, Zhong et al. (2023), avaliaram o efeito de fluralaner em larvas de
terceiro instar do lepidoptero Mythimna separata. Apds imersdo por apenas dez segundos na
concentracdo de 800 ppm, os autores obtiveram uma mortalidade de 90%, em uma avaliagcdo
72h apos o ensaio. No presente estudo, também em 72h de avalia¢cdo, no menor tempo de
imersdo avaliado, de um minuto, a mortalidade sé foi alcangar a taxa de 90% na concentragédo
de 5.000 ppm. Gassel et al. (2014), também encontraram maior tolerancia de L1 do também
califorideo L. sericata expostas a fluralaner por ingestdo em relacdo a adultos de C. felis e S.
calcitrans, L1 de A. aegypt e N3 de O. moubata, todos também expostos a fluralaner por testes
de ingestdo. Os resultados observados no presente trabalho com fluralaner, juntamente com os
encontrados nos testes com os outros farmacos avaliados, quando comparados com os dados
disponiveis na literatura, reforcam a teoria de maior resisténcia de C. hominivorax a
antiparasitarios devido maior producdo de enzimas desintoxicantes. No entanto, futuros estudos
com ensaios bioquimicos de andlise enzimatica, devem ser feitos a fim de quantificar a
producdo de enzimas desintoxicantes em larvas de C. hominivorax com relagdo & outras

espécies de artropodes.
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Novamente, nos resultados com fluralaner obtidos no presente estudo, foi possivel
observar aumento da mortalidade das larvas com relacdo ao aumento do tempo p6s-exposicao.
Tais aumentos também ja foram observados em experimentos que expuseram outras espécies
de artropodes a fluralaner (JIANG et al., 2017; LAWSON, MCDERMOTT, 2023, LIU et al.,
2018). Liu et al. (2018) comprovam aumento da producédo de enzimas P450, seguida de queda
abrupta a partir de 48h de avaliagéo, e justificam o aumento da mortalidade em relagdo ao tempo
pela queda de producdo da enzima P450. Os mesmos autores, observaram importante atividade
de inibicdo de emergéncia do fluralaner. No mesmo trabalho, larvas de terceiro estadio de
Spodoptera litura expostas a uma concentracdo necessaria para matar 15% das L3 em 24h,
apresentaram 40% inibi¢cdo de emergéncia ao final de seu ciclo. Incrementos na inibicdo de
emergéncia, em relacdo a mortalidade das larvas, também foram observados no presente estudo,
até em maiores proporcdes. Ha trabalhos que evidenciam que fluralaner também é capaz de
reduzir a produgdo de hormdnios ligados ao desenvolvimento de artropodes, como horménios
juvenis, Hormonio 20- Hidoxiecdisona e da enzima quitina-sintase (JIA et al., 2020; LI1U et al.,
2018) e com isso, prejudicar a emergéncia de adultos em doses subletais. Este mecanismo de
acao pode justificar o crescimento da inibicdo de emergéncia em relacdo a acdo larvicida
observados em nosso trabalho.

O padréo de contragéo irregular, bem como a perda da capacidade de locomocéo
observado nas larvas de C. hominivorax que resistiram a exposicdo a fipronil também ja foi
constatado em outros estudos com isoxazolinas (JIANG et al., 2017; TORTORIELLO et al.,
2024; WENGER et al., 2021). As isoxazolinas, que compreendem a base farmacologica da qual
fluralaner esta inserido, assim como os fenilpirazoles, agem por meio do bloqueio dos
receptores GABA e canais glutamato de Cloro e causa paralisia por hiperexcitacdo do parasito
(KONO et al., 2022; OZOE, ASAHI, 2025; ZHOU et al., 2025). Novamente, é importante
ressaltar que estes disturbios de comportamento das larvas podem reduzir a deterioracdo das
feridas causada pelas mesmas, mas esta confirmacao necessita de resultados de testes in vivo.

Quando ranqueada a eficacia larvicida de cada farmaco, para esta populacdo de C.
hominivorax de acordo com as CLsso calculadas na observacdo de 72h, constata-se maior
poténcia de fipronil, em todas as metodologias avaliadas. Na metodologia de impregnacdo em
papel filtro, os farmacos que se mostraram mais potentes foram fipronil e clopirifés, dentro de
um mesmo intervalo de confianga, seguidos de fluralaner e doramectina, respectivamente. Na
metodologia de imersdo os clorpirifos, doramectina e fluralaner alternaram suas colocacdes no

ranking de poténcia de acodo com o periodo de imerséo a que foram sujeitados: No periodo de
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imersdo por um minuto, a ordem crecente de CLso foi fipronil, doramectina, clorpirifos e
fluralaner. No periodo de trés minutos de imersdo as menores CLsso foram obtidas
respectivamente por fipronil, seguida de doramectina e clorpirifos, dentro do mesmo intervalo
de confianga, e por ultimo fluralaner. Por fim, no periodo de cinco minutos de imersao, as
menores CLsso foram obtidas respectivamente por fipronil, clorpirifés, doramectina e
fluralaner.

As baixas CLsso encontradas para fipronil no presente estudo, indicam auséncia de
resisténcia da populacéo de C. hominivorax avaliada, para com esta molécula. Maior resisténcia
de clorpirifds em relacdo ao fipronil é esperada devido ao periodo de tempo que estas moléculas
estdo no mercado: Clorpirifés foi lancado em 1965 (ATSDR, 1997) enquanto fipronil foi
lancado em 1993 (GOUDIE et al., 1993). Desta maneira, as populacdes de C. hominivorax ja
sofreram maior pressdo de selecdo ao clorpirifés que ao fipronil. Fipronil apresentou maior
atividade larvicida que doramectina em todas as metodologias avaliadas. Curiosamente,
doramectina foi langada no mesmo ano que fipronil, também em 1993 (GOUDIE et al., 1993;
MEHLHORN, JONES, WHALTERLEY, 1993). No entanto, vale ressaltar que doramectina,
diferente de fipronil, clorpirifds e fluralaner, possui acdo endectocida (GOUDIE et al., 1993;
REW et al., 1996). Portanto, a aplicacdo de doramectina é mais frequente do que as demais
drogas que foram testadas no presente estudo e, com isso, também fica mais exposta ao
desenvolvimento de resisténcia antiparasitaria. Caso o motivo de menor atividade de clorpirifds
e doramectina realmente seja resisténcia antiparasitaria, € possivel que, ao longo das geracoes
de C. hominivorax, haja reducéo entre a discrepancia do efeito destes ativos e o fipronil devido
ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia parasitaria pelas larvas de C. hominivorax
aos demais ativos. Apesar de casos de resisténcia ao fipronil ndo terem sido reportados contra
C. hominivorax até o presente momento, muitas outras espécies de artropodes ja apresentam
resisténcia a fipronil (SIRIPORN, et al., 2023; SUBHAGAN, et al., 2025; WAZIR, SHAD,
2022). Por isso, inovagdes cientificas devem estar em constante movimento para criar novas
moléculas eficazes para o controle parasitario.

Né&o foi esperado fluralaner apresentar poténcia menor que 0s outros antiparasitarios,
uma vez que esta é a molécula mais recentemente lancada dentre as quatro testadas (WILLIANS
et al., 2014). N&o existem outros estudos na literatura que comparam a agéo inseticida entre
fipronil, fluralaner, clorpirifés e doramectina, avaliados entre si, embora outros estudos ja
tenham comparado a acdo entre alguns deles: Liu et al (2018), em testes de aplicacéo topica

com larvas de terceiro instar do lepidoptero Spodoptera litura, compararam os farmacos
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fipronil, fluralaner e clorpirifés. Estes autores encontraram maior poténcia de fluralaner,
seguida de fipronil e por Gltimo, de clorpirifos. Dash et al. (2025), testaram fluralaner, fipronil
e doramectina contra fémeas adultas do culicideo Culex quinquefasciatus, em testes de ingestao.
Estes autores observaram poténcia similar entre fluralaner e fipronil e menor poténcia de
doramectina em relacdo aos dois ultimos. Tanto o estudo de Liu et al (2018), quanto o estudo
de Dash et al. (2025) apresentam resultados muito diferentes dos nossos no que diz respeito a
acao do fluralaner, que apresentou menor efeito que os demais farmacos na metodologia de
imersdo larval e menor efeito que fipronil e clorpirifés na metodologia de impregnacdo em
papel filtro.

No entanto, outros estudos também encontraram maior atividade in vitro de fipronil em
relacdo ao fluralaner, como foi observado em nosso estudo (JIANG et al., 2017; LIU et al.,
2018; SHENG et al., 2017; ZHANG et al., 2024a). Jiang et al. (2017) justificam a menor
atividade inseticida de fluralaner em relagdo ao fipronil, pelo fato da molécula de fluralaner ser
maior que a molécula de fipronil, e com isso ter mais dificuldade de transpassar a cuticula do
inseto. Esta teoria pode justificar também a maior atividade de clorpirifés em relacdo a
fluralaner em todas as metodologias avaliadas, uma vez que a massa molecular de clorpirifos
(362,6g/mol) também é menor que a do fluralaner (556,2 g/mol). Contudo, em outras espécies
de dipteros, ja foi comprovado que larvas, conforme progridem seu desenvolvimento,
aumentam o comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, diminuem o nimero de ramificacdes
das mesmas e aumentam a predominancia de alcanos, isto €, de cadeias de hidrocarbonetos
saturadas, presentes em sua epicuticula (SHARMA et al., 2021 XU et al., 2014; ZHANG et al.,
2022). Estas caracteristicas contribuem para a diminuicdo de permeabilidade de cuticula a
xenobioticos (STAIGER et al., 2019; FUNKE et al., 1997; WANG, LI, ZANG, 2019). Caso
este processo seja realmente a justificativa da queda de agédo de fluralaner, esta molécula pode
apresentar melhores resultados, quando utilizada diretamente no controle da miiase no animal,
visto que, normalmente, larvas de C. hominivorax sdo tratadas ainda nos primeiros estadios de
desenvolvimento, para evitar maiores complicacdes aos hospedeiros. Nestes estadios, as larvas
teriam uma conformacdo de hidrocarbonetos da epicuticula mais favoravel a penetracdo de
moléculas de maior tamanho.

Obviamente, o tamanho da molécula ndo é a Unica justificativa para a eficacia do
farmaco, visto que fipronil, a molécula que apresentou menor CLso, ndo é aquela que tem menor
peso molecular. E muito provavel que a molécula de fipronil encontre maior afinidade a seus

sitios de ligagdo em C. hominivorax do que as demais moléculas testadas. Outros estudos ja
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relataram diferencas na intensidade de ligacdo entre moléculas antiparasitarias aos seus
receptores, de acordo com a espécie de artropode avaliada (BERTAUD et al., 2022; GAO et
al., 2023; KADALA et al., 2019). Menard et al. (2018) identificam, inclusive, diferencas na
conformacdo de aminoacidos de receptores de ligagdo da molécula de fipronil (Rdl) entre
espécies de insetos. Guo et al. (2023), evidenciam como a diferenca da composi¢do de
aminoéacidos destes receptores € importante para garantir maior tolerancia de certas espécies a
drogas inibidoras de GABA.

No presente estudo a metodologia que causou maior efeito de mortalidade de L3 de C.
hominivorax variou conforme o ativo: Para clorpirifés e fluralaner, a metodologia de
impregnacdo em papel filtro apresentou maior acdo larvicida, enquanto para fipronil e
doramectina, as metodologias de imersdo apresentaram melhor resultado. Fipronil também
apresentou menor CLso quando submetido a metodologias de imerséo por cinco minutos em
larvas de Rhipicephalus microplus com relagcdo a impregnagédo (CASTRO-JANER et al. 2009;
2011). No entanto, amitraz ja obteve maior eficacia contra a mesma espécie em papel
impregnado que em imersdo por cinco minutos, no estudo de Santos et al. (2013). Zaheer et al.
(2001), ao testarem extratos etanélicos e nanoparticulas de Oxido de Zinco e capim-liméo, ndo
constataram diferencas significativas entre impregnacdo em papel filtro e imersdo por trés
minutos de larvas e adultos de carrapatos do género Hyalomma. Os resultados encontrados no
presente estudo, juntamente com os de outros estudos ja publicados, indicam que ndo ha uma
metodologia mais eficaz para todos os ativos, mas sim que cada ativo tem uma forma de
exposicao mais adequada para explorar seu efeito maximo. No entanto, a compreenséao de qual
metodologia é mais adequada para qual farmaco ainda néo € clara, uma vez que nos resultados
deste estudo, moléculas com propriedades fisico-quimicas completamente distintas, como peso
molecular, coeficiente de particdo e pressdo de vapor, apresentaram melhor eficacia na mesma
metodologia.

A ClLso para atividade larvicida no periodo de observacdo de 24h foi maior que a
encontrada no tempo de 72h de leitura para todos os farmacos, exceto doramectina, em, pelo
menos, uma das metodologias. Estes resultados evidenciam que para testes in vitro com L3 de
C. hominivorax é recomendado o tempo minimo de avaliacdo de 72h. Contudo, observacGes
em tempos menores sdo importantes para a observacdo de sinais de intoxicacdo das larvas,
como dificuldades de locomog&o e paralisia flacida e espastica, como foi observado no presente

estudo, desde as primeiras 24h de leitura. Estes sinais sdo importantes para a percepcao da
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viabilidade das larvas pelo observador. Larvas pouco viaveis podem diminuir a intensidade de
degradacéo da ferida no animal.

Com relagéo a inibicdo de emergéncia, todos os farmacos obtiveram maior efeito
inibitério na mesma metodologia em que se foi obtido maior efeito larvicida, exceto nos testes
com doramectina. A razdo do maior efeito inibitério na emergéncia de C. hominivorax na
metodologia de impregnacdo em papel filtro, em relacdo ao encontrado na metodologia de
imersdo, pode ser justificada pela exposi¢do da doramectina por contato residual provocado na
impregnacdo, favorecer mais a atividade miotdxica desta molécula, anteriormente discutida
neste trabalho, engquanto o contato agudo provocado na imersdo favorecer a atividade
neurotdxica, principal mecanismo de acdo da doramectina. Esta hipotese é justificada pela
localizacdo anatbmica massa ganglionar cerebral das larvas de califorideos, que esta totalmente
inserida na cavidade cefalica (SCHOOFS, SPIESS, 2007; SPIESS, SCHOOFS, HEINZEL,
2008; SCHOOFS et al., 2010). Por estar inserida na parte interna da larva, a cavidade cefalica
pode ser alcancada mais facilmente em uma exposicao de alta intensidade, como € o caso da
metodologia de imersdo. Por outro lado, os musculos do sistema esquelético de insetos estdo
localizados logo abaixo da cuticula (FEENEY et al., 1998; HANSLIK et al., 2010; REYES-
MALDONADO, RAMIREZ, MARIE, 2025), portanto s&o um dos primeiros tecidos a serem
atingidos, quando o farmaco consegue transpassar a cuticula dos insetos. Desta maneira, uma
exposicdo mais cronica, como a gerada pelo teste de impregnacao, pode favorecer melhor o
acimulo de moléculas em diferentes partes da cuticula, e com isso, a penetragdo em varios
pontos do tecido muscular.

As CLsso calculadas para os tempos de imerséo de trés e cinco minutos se mantiveram
dentro do mesmo intervalo de confianca para todos os farmacos, o que indica que o tempo de
imersdo de trés minutos é suficiente para acdo maxima de clorpirifos, fipronil e fluralaner,
enquanto o tempo de imersdo de um minuto se mostrou suficiente para efeito maximo de
doramectina. Para a padronizagéo de testes de imersdao com L3 de C. hominivorax, procurou-se
encontrar o equilibrio entre o melhor efeito a ser atingido, no menor tempo possivel, uma vez
gue em condicdes praticas, aplicacbes demoradas de medicacdes dificilmente conseguem ser
praticadas com perfeicdo quando levadas para o campo. Tempos mais baixos de imerséo
poderiam ser avaliados para padronizar uma metodologia mais rapida que a validada no
presente estudo, uma vez que os tempos utilizados em testes de imersdo larval feitos com
artropodes descritos na literatura, variam entre 1s e 30 min de acordo com o autor, o ativo
avaliado, a espécies estudada e o estadio larval (EL-MAGHARABY et al., 2023; KLAFKE et
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al., 2012; MENDES, OLIVEIRA, VIERA-BRESSAN, 2000). No entanto, autores que
avaliaram tempos de imersdo menores que um minuto em califorideos, observaram queda de
atividade dos ativos testados: Levot e Sales (2008) testaram ivermectina, uma lactona
macrociclica como a doramectina, e observaram que tempos de imersao de larvas de Lucilia
cuprina menores que um minuto, diminuem a mortalidade. J& Mustika et al. (2016), testaram
coumafds, um organofosforado como o clorpirifés, utilizado no presente estudo, e observaram
maior numero de adultos emergidos, quando larvas de Chrysomya bezziana foram imergidas
no ativo em tempos menores de um minuto.

O menor periodo de imersdo necessario para doramectina, pode ser atribuido, ao fato,
desta molécula apresentar menor solubilidade em &gua dentre as quatro testadas (MERCK,
2025). Esta baixa solubilidade, faz com que a doramectina, evite se ligar em moléculas de agua
e procure rapidamente ligacdo com a superficie lipidica da cuticula dos parasitos. Desta
maneira, é possivel que, em tempos curtos de exposi¢ao, uma quantidade maior de moléculas
consiga alcancar a epicuticula de C. hominivorax e mesmo que a larva seja seca na etapa
seguinte do bioensaio, estas moléculas ndo sdo removidas e continuam o processo de penetracao
cuticular.

Neste trabalho, o estadio larval utilizado foi o de L3. O estadio L3 é o que apresenta
menor importancia veterinaria, uma vez que ao atingirem este estadio, as larvas ndo se
alimentam e estdo prontas para deixar a ferida. Desta forma, pouco contribuem para a
degradacdo de tecidos e danos a salde do animal, com relacdo aos estadios L1 e L2
(AMARANTE, 2014; BARROS, BRICARELLO, 2020; FRESIA et al., 2021). Mesmo assim,
optamos a trabalhar com L3 no presente estudo, por ser um estadio larval mais facil de se
manusear pelo tamanho, a resisténcia mecanica e a independéncia do meio larval para longos
periodos de incubacdo. Outros trabalhos com C. hominivorax e outros califorideos evidenciam
maior resisténcia de L3 a compostos larvicidas em relacdo aos estadios mais imaturos (ASSIS,
2022; BRICARELLO et al., 2021; MUSTIKA et al., 2016). Desta maneira, testes in vitro com
L3 tornam-se mais simples, rapidos e produzem concentragOes letais que certamente também
seriam efetivas contra estadios larvais L1 e L2 de califorideos. No entanto, € importante
ressaltar que estes testes ndo servem para determinar as concentracgdes letais definitivas de um
determinado farmaco para o tratamento de miiases, mas sim para fazer uma triagem de
moléculas que apresentam atividade larvicida contra C. hominivorax e que podem ser
selecionadas para testes in vivo. Testes in vitro com L3 também se tornam mais simples e

rapidos quando utilizados para comparar a susceptibilidade de uma populagédo de C.
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hominivorax a determinados farmacos, além de, em tese, apresentarem 0s mesmos resultados
comparativos de resisténcia que testes com L1 e L2 também iriam mostrar.

E possivel observar nos resultados deste trabalho, falta de progressdo linear na
mortalidade das larvas de C. hominivorax da primeira a ultima concentragéo testadas em todos
os farmacos avaliados. Variages na tolerancia de cada L3 as concentragcdes dos farmacos
testados, podem ser atribuidas a resisténcia antiparasitaria, que pode estar presente em certo
namero de individuos da mesma populacdo utilizada para a realizacdo dos bioensaios. No
entanto, no caso de L3 de C. hominivorax, existe ainda um agravante na tolerancia relacionado
ao desenvolvimento da larva, até que ela se torne pupa. Diferentes estudos sobre metamorfose
de insetos apontam que a medida em que o Gltimo estadio larval se aproxima da fase de pupa,
h& um processo continuo e dinamico de deposi¢do de quitina na cuticula (FERKOVICH,
OBERLANDER, LANDER, 1981; KAYA et al, 2016; NUFIKARI, BOER, 2021,
SOETEMANS, UYTTEBROEK, BASTIAENS, 2020; TRIUNFO et al., 2022). Apesar destes
processos ndo terem sido ainda documentados em C. hominivorax, € muito provavel que estas
mudancas na composicao bioguimica da cuticula, acontecam da mesma maneira que ocorre em
outras espécies de dipteros. Este processo pode interferir na mortalidade do individuo, uma vez
que estudos recentes apontam que polissacarideos de quitina funcionam como barreira fisica e
reduzem a penetracdo dos farmacos pelo corpo do parasito (JACOBS et al., 2023; WANG et
al., 2025). Desta maneira, os individuos mais proximos da pupacdo se tornam mais resistentes
e estdo espalhados pelo nimero total de individuos utilizados no experimento. A néo linearidade
da mortalidade relacionada ao aumento de concentracdo de cada farmaco, quando ocorreu, pode
estar relacionada a possibilidade de uma concentracdo mais alta abrigar maior nimero de
individuos mais préximos da pupacao. Esta variacéo, no entanto, é impossivel de ser controlada,
visto que larvas de C. hominivorax, mesmo provenientes da mesma postura e em condi¢fes
controladas de laboratorio, ndo se desenvolvem todas no mesmo momento (MASTRANGELO,
BEZERRA, FERNANDES, 2014; MILWARD-DE-AZEVEDO et. al., 1992).

Atualmente, o teste de impregnacao em papel filtro ja € uma metodologia padronizada
em testes in vitro com C. hominivorax. Em diferentes estudos esta metodologia ja provou ser
capaz de identificar susceptibilidade de C. hominivorax a diferentes ativos, bem como se mostra
inofensiva para grupos controle e controle de veiculo (BARROS et al., 2019, 2022;
MEDEIROS et al., 2023, 2025, SEUGLING et al., 2019). Em tese, esta metodologia mantém
uma exposicdo continua do parasito ao ativo avaliado, por contato residual. Portanto, a

metodologia de impregnacéo em papel filtro mimetiza a agdo de produtos que serdo aplicados
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e conseguirdo se manter por horas ou até dias em feridas com miiases por C. hominivorax, como
€ o caso de alguns sprays. No entanto, algumas formas de aplicacdo de medicamentos larvicidas
como pomadas e pastas, ndo sdo capazes de se manter muito tempo no animal. Caso o local de
ocorréncia da miiase possibilite a lambedura, caso o animal infestado tenha a possibilidade de
entrar em cursos d’agua ou mesmo esteja exposto a chuva, produtos de aplicagdo topica podem
ndo estar em contato com a larvas causadoras de miiases durante 72h, como foi avaliado no
teste in vitro realizado neste estudo. A partir deste conhecimento, nosso estudo padronizou
outro tipo de metodologia para a avaliacdo de testes in vitro com larvas de C. hominivorax, o
teste de imers&o larval.

Testes de imersdo de larvas ja foram padronizados com outras espécies de califorideos
(AL-JAMEELLI, 2021; COSSETIN et al., 2021; JEMIMAH, JAYAKUMAR, DIYA, 2023),
mas nunca com C. hominivorax. Esta metodologia foi padronizada para mimetizar
medicamentos que apresentam toxicidade para larvas de C. hominivorax quando colocados em
contato de forma intensa, porém por breves periodos, como € o caso banhos de imersao,
empregados no controle de outras espécies de parasitos das mais variadas espécies de animais
domesticas. S&o elas cdes (CARLOTTI, DIP, 2003; GHUBASH, 2006; MCTIER et al., 2000,
NALUBAMBA et al., 2015), gatos (BEESLEY, 1986; CERUNDOLO, 2013; ELSHEIKA,
2017), equinos (PATERSON, COUMBE, 2009) ovinos (ALVAREZ, 2007; MORGAN, 2013;
PARKER, BRIEN, BATES, 1999, TAYLOR, 2012, 2013), caprinos (FOURIE et al., 1995,
MALIK, WANI, 2017, TAYLOR, 2002), suinos (ANADON et al., 2013, KAUFFMAN, 1996)
e bovinos (ALEGRIA-LOPEZ, 2015; CRAIG, 2003; GEORGE, POUND, DAVEY, 2004;
JUNQUERA et al., 2019; TODOROQV et al., 1974). Todas estas espécies sdo susceptiveis a
infestacOes por C. hominivorax (BATISTA et al., 2021; CUTOLO et al., 2021; DE BARROS
et al. 2024a; KUTOLO, 2001; SELLERA et al., 2014, SIQUEIRA et al. 2020), apesar de nédo
haver nenhum tratamento recomendado de banho de imersdo voltado para o controle de C.
hominivorax.

E interessante o lancamento de produtos para serem aplicados em forma de banho de
imersdo também para o controle de miiases, para diversificar as formas de aplicacdo e dar mais
alternativas ao proprietario de acordo com a realidade vivida por cada um. Contudo, no caso de
infestacbes por C. hominivorax, os banhos devem ser direcionados para os locais da miiases,
para a utilizagdo da menor dose de medicamento possivel e tornar o produto mais acessivel ao
consumidor. De acordo com os resultados do presente estudo, seria mais recomendado testes in

vivo com banhos de imersdo com fipronil e doramectina do que com clorpirifds e fluralaner,
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uma vez que os primeiros apresentaram melhores resultados em testes in vitro na metodologia
de imersdo que os ultimos. Da mesma forma, a recomendacao para 0s primeiros testes in vivo,
é que os banhos com fipronil tenham duracdo minima de trés minutos e os banhos com
doramectina tenha duragdo minima de um minuto, em congruéncia com os resultados obtidos
em nosso teste in vitro.

Com relacdo a metodologia de impregnacdo em papel filtro, apesar de ja ser empregada
em outros trabalhos (MEDEIROS et al., 2023, 2025, SEUGLING et al., 2019; BRICARELLO
et al., 2019), este é o primeiro trabalho que compara a acao de diferentes farmacos sintéticos
contra larvas de C. hominivorax. Jongejan et al. (2024) também utilizaram testes de
impregnacao em papel filtro para comparar a susceptibilidade de diferentes populacdes de
larvas Rhipicephalus microplus a alguns farmacos. Neste estudo, larvas provenientes de
teledginas coletadas em campo sdo submetidas a testes de impregnagdo em papel filtro, com o
intuito de identificar populagdes resistentes a determinados de antiparasitarios. A metodologia
de impregnacédo em papel filtro utilizada no presente estudo também pode ser empregada com
o0 intuito de avaliar susceptibilidade de larvas de C. hominivorax de populac@es diferentes, a
produtos comerciais destinados ao controle de miiases. A padronizacdo deste tipo de teste de
campo para avaliacdo de resisténcia antiparasitaria em C. hominivorax € muito importante para
o futuro dos tratamentos terapéuticos de miiases na América Latina. Resisténcia antiparasitaria
ja foi descrita em C. hominivorax contra piretroides (DA SILVA; DE AZEREDO-ESPIN,
2009; DE CARVALHO et al., 2010), organofosforados (DE CARVALHO et al., 2010;
TANDONNET et al. 2020) e lactonas macrocilicas (LOPES et al. 2013; MUCHIUT et al.,
2025, WEDY et al. 2023). Se as larvas de C. hominivorax de uma determinada fazenda forem
expostas a farmacos que sdo comprovadamente susceptiveis, a taxa de sucesso para 0
tratamento das miiases desta fazenda cresce consubstancialmente. A metodologia de
impregnacgdo em papel filtro € mais recomendada que a metodologia de imerséo larval, por
simular melhor a forma de aplicacdo dos produtos comerciais utilizados atualmente no controle
de miiases, além de ser mais rapida e préatica para ser executada em larga escala. A maior
velocidade de concluséo do teste de impregnacdo em papel filtro se da devido ao profissional
que executar o teste realizar a impregnacdo quase simultanea de todas as réplicas. Por outro
lado, para a realizagdo da metodologia de imersdo, é necessario respeitar o tempo de, no
minimo, um minuto de imersao das larvas de cada uma das réplicas do produto avaliado, o que

torna o teste mais demorado e dificulta a realizacdo de muitos testes por dia.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados deste trabalho, é possivel concluir que a metodologia de imersao
na solucdo com o ativo é aplicavel para testes in vitro com C. hominivorax. Todavia, esta
metodologia ndo substitui a metodologia ja utilizada de impregnacdo do ativo em papel filtro.
A realizacdo dos dois tipos de teste € importante para avaliar a afinidade de cada farmaco por
cada forma de exposicdo. O tempo de imersdo necessario também é variavel de acordo com o
ativo testado, mas a principio, ndo precisa ser superior a trés minutos para organofosforados,
lactonas macrociclicas, fenilpirazoles e isoxazonilas. Estes resultados abrem caminho para
testes com novas formas de aplicacdo com as bases farmacologicas ja utilizadas para controle
de C. hominivorax, além de criar uma forma prética de avaliacdo de resisténcia em populacGes

de campo de C. hominivorax.
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