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RESUMO

OLIVEIRA, Gabriela Ferreira de. Avaliagcdo do potencial de piriproxifen administrado por
via oral no controle das formas imaturas de Haematobia irritans em fezes de bovinos. 2017.
97p Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Animal). Instituto de Veterinéria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

Haematobia irritans € um dos principais ectoparasitos de bovinos no Brasil, causando prejuizos
a pecuaria por perdas ligadas diretamente a producdo. Atualmente, o controle tradicional
encontra-se amplamente pautado em produtos quimicos, objetivando-se controlar a populacéo
de adultos, expondo animais, seres vivos e meio ambiente a riscos tdxicos e problemas de
resisténcia. Em contrapartida, os inibidores do crescimento dos insetos (IGR), sdo uma classe
parasiticida com mecanismos de acdo bastante seletivos, muito mais seguros para envolvidos e
pautados no controle das formas imaturas do inseto. Avaliou-se o potencial do IGR, analogo do
horménio juvenil, piriproxifen no controle das formas imaturas de H. irritans no bolo fecal de
bovinos. Em estudo in vitro, em triplicata, com 23 concentragcdes de piriproxifen: 20, 30, 40,
50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 e
1700 ng/mL (ppb), adicionadas a 20 g de fezes bovinas incubou-se 30 ovos, acompanhados até
a emergéncia de adulto determinando, em analise de probitos, uma dose letal 50 (DL50) de
321,251ppb e uma dose letal 99 (DL99) de 1959,491ppb. A partir desses resultados, calculou-
se a quantidade de piriproxifen a ser administrado por via oral, considerando-se a capacidade
do ramen, o tempo de esvaziamento do trato gastrintestinal e a quantidade de fezes produzidas
diariamente por um bovino adulto. No teste in vivo, utilizou-se trés grupos de tratamento (GC,
G2,5 e G40), administrando-se, durante 12 dias consecutivos, 2,5 mg (G2,5) ou 40 mg (G40)
de piriproxifen por via oral por animal. A eficacia de piriproxifen sobre as formas imaturas de
H. irritans foi determinada incubando in vitro ovos de H. irritans nas fezes coletadas na ampola
retal nos dias zero, + 3, + 6, + 10 e + 13. A eclodibilidade variou de 71,67 % a 87,00 % no GC,;
de 74,67 % a 92,00 % no G2,5; de 68,00 % a 86,33 % no G40. N&o houve atividade de
piriproxifen sobre os ovos. A eficacia larvicida variou de 10,7 % a 41,3 % para 0 G2,5 e de
12,2 % a 38,2 % para 0 G40. A eficacia pupicida foi de 58,4 % a 81,2 % no G2,5 e de 98,7 %
a 100,0 % no G40. A eficacia total variou de 57,9 % a 81,2 % para 0 G2,5 e de 99,0 % a 100,0
% no G40. Notou-se discreta acdo de piriproxifen sobre as larvas de H. irritans, mesmo sem
diferencas significativas, demonstrada pela producao de formas extra-larvais e mortalidade. A
principal atividade exibida por piriproxifen foi a de ndo emergéncia de adultos, nos dois grupos
de tratamento. A analise piriproxifen nas fezes e no plasma dos bovinos tratados por via oral
foram realizadas por cromatografia liquida de alta performance comprovando-se,
pioneiramente, que piriproxifen é eliminado por via fecal. A concentragdo de piriproxifen no
plasma dos bovinos ficou abaixo dos limites minimos de deteccdo e, dessa forma, a curva
plasmatica de piriproxifen ndo pode ser construida. Em conclusdo, piriproxifen possui excelente
potencial IGR no controle de formas imaturas de H. irritans quando administrado por via oral
em bovinos, principalmente por causa da via de eliminacéo fecal da molécula, comprovada pela
analise quimica nas fezes dos bovinos.

Palavras-chave: dose letal, mosca-dos-chifres, regulador do crescimento dos insetos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Gabriela Ferreira de. Effects of piriproxifen by oral administration in the
control of Haematobia irritans immature forms in feces of bovines. 2017. 97p Thesis.
(Philosophy Doctor in Veterinary Science, Animal Parasitology). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

Haematobia irritans can be considered one of the most important cattle parasites in Brazil,
causing great losses to livestock production. Traditional control methods is largely based on
chemicals, aiming to control the adult population, but exposing animals, living beings and the
environment to toxic risks and being also susceptible to the development of resistance with loss
of efficacy. On the other hand, insect growth regulators (IGRs) are a parasiticide class with very
selective action mechanisms, much safer and with focus on the control of insect immature
forms. The potential of the IGR pyriproxyfen, a juvenile hormone analogue, for the control of
H. irritans immature forms in the bovine feces was evaluated. In the in vitro test with 23
different concentrations of pyriproxyfen (20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1600 and 1700 ng / mL (ppb)), the drug was added to 20g of
bovine feces and 30 eggs were incubated, followed up to the adult emergence, and then was
determined, in probit analysis, the lethal dose 50 (LD50) in 321,251 ppb and the lethal dose 99
(LD99) in 1959,491 ppb. With these results and considering the rumen capacity, feed passage
rate and the total feces amount produced daily by an adult bovine, the dose of pyriproxyfen
required for oral administration in each experimental groups was calculated. For this test, three
treatment groups were used (control group (CG), G2.5 and G40), where none (CG) or 2.5 mg
(G2.5) or 40 mg (G40) of pyriproxyfen were orally administered daily to the animals for 12
consecutive days. The efficacy of pyriproxyfen was determined from the incubation data of H.
irritans eggs in feces collected directly from the rectal ampulla at days 0, +3, +6, +10 and +13.
The hatchability rate ranged from 71.67 % to 87.00 % in the CG; from 74.67 % to 92.00 % in
G2.5; from 68.00 % to 86.33 % in G40. There was no apparent activity of pyriproxifen on the
eggs evolution process. The larvicidal efficacy ranged from 10.7 % to 41.3 % for G2.5 and from
12.2 % to 38.2 % for G40. The pupicidal efficacy ranged from 58.4 % to 81.2 % in G2,5 and
from 98.7 % to 100.0 % in G40. Overall or total efficacy of pyriproxyfen ranged from 57.9 %
to 81.2 % for G2.5 and from 99.0 % to 100.0 % on G40. A discrete action of pyriproxyfen on
H. irritans larvae was observed, even without statistical significant diferences, demonstrated
by the production of extra-larval forms during the evolutionary process and increased mortality
rate on treated groups. The most relevant activity of pyriproxyfen was the inhibition of adult
emergency in the both treatment groups. The quantification of pyriproxyfen in feces and plasma
of orally treated cattle was performed by high performance liquid chromatography, proving, for
the first time, that pyriproxifen is mostly eliminated by fecal route in bovines. The plasma
concentration of pyriproxyfen was below the minimum detection limits and, therefore, the
plasmatic curve of pyriproxfen could not be constructed. In conclusion, pyriproxiyfen when
administered orally in cattle has an excellent potential in the control of H. irritans immature
forms, mainly due to the massive fecal elimination of this molecule, as evidenced by the feces
analysis performed.

Keywords: horn fly, insect growth regulator (IGR), lethal dose.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ocupa a lideranga no ranking mundial em produgdo de bovinos,
sendo o maior exportador global de carne bovina, com 9,56 e 1,88 milhGes de toneladas
produzidas e exportadas, respectivamente, e ainda ocupa a posi¢do de quarto maior produtor
mundial de leite, com 23 milhdes de vacas ordenhadas e mais de 34 bilhdes de litros produzidos
em 2015 (ABIEC, 2016; IBGE, 2017a).

Entretanto, ha inmeros prejuizos ligados a criacdo onde, entre eles, destacam-se 0s que
estdo voltados para o controle de helmintoses e ectoparasitos em bovinos no Brasil, com maior
relevancia para as infestacdes por carrapatos e mosca-dos-chifres e perdas potenciais que
podem chegar a R$14 bilhGes por ano (GRISI et al., 2014; STOTZER et al., 2014).

Os maiores danos e prejuizos do parasitismo por Haematobia irritans estdo relacionados
diretamente com a biologia desse diptero, que € hemat6fago obrigatorio e tem por hébito
manter-se praticamente dia e noite sobre seu hospedeiro, onde somente as fémeas movimentam-
se rapidamente para ovipor em fezes frescas de bovinos, retornando imediatamente para o
hospedeiro. Ha o desequilibrio do bem-estar geral gerando irritacdo com consequente reducéo
do ganho de peso, producdo de leite, apetite e conversdo alimentar dos bovinos infestados, além
da reducdo da qualidade do couro proveniente destes animais, possibilidade de transmissao de
patdégenos, como Staphylococcus aureus em tetos de novilhas desencadeando mastites, ou
mesmo danos mecanicos resultantes de sucessivas picadas. Somado ainda a essas perdas ligadas
diretamente a producdo, destacam-se 0s gastos com o controle da mosca, como despesas com
produtos mosquicidas, mdo-de-obra e gastos com equipamentos ou instalacées.

Portanto, apesar do controle de H. irritans ser necessario, o controle quimico desta
mosca tem sido realizado abusivamente, com frequéncia supressiva de tratamentos e pautado
no uso sequencial ou na rotacao aleatoria de produtos, desencadeando o processo de resisténcia,
qgue pode rapidamente ser agravado tanto pela pressdo de selecdo exercida pelos curtos
intervalos entre aplicagfes quanto pelo uso inadequado dos produtos. Tais fatos tornam a
resisténcia irreversivel e com manejo complexo e, ainda, mesmo que a restricdo do uso do
produto quimico provoque sua reducdo, esta ndo desaparece completamente da populacdo
retornando rapidamente caso o inseticida ou outro da mesma classe sejam reutilizados.
Atualmente mais de 95 % da populagdo de mosca-dos-chifres no Brasil encontra-se resistente
aos piretroides, mas ainda ha uma boa susceptibilidade aos organofosforados.

Porém, o efeito excessivamente amplo e persistente dos inseticidas convencionais,
toxicos ndo apenas para o alvo que se destinam, mas também para outros insetos, juntamente
com sua persisténcia no meio ambiente, que pode ser passada pela cadeia alimentar e apresentar
perigo para outros organismos, inclusive o homem, associado a notavel habilidade dos insetos
em desenvolverem resisténcia aos pesticidas, despertam a necessidade de desenvolvimento de
produtos mais seguros para todos os envolvidos neste processo. Dessa forma, surgem o0s
inseticidas da classe de compostos bio-racionais, os Insect Growth Regulators (IGR), que detém
a promessa de serem bastante seletivos com relacdo ao modo de agéo, reduzindo 0s riscos para
organismos ndo alvos, seres humanos e menor impacto ambiental. E ainda, por causa do seu
mecanismo peculiar de a¢do, determinam um menor risco de desenvolvimento de resisténcia.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo investigar a molécula de piriproxifen, da classe
dos Insect Growth Regulator (IGR), analogo do horménio juvenil dos insetos, determinar a
Dose Letal 50 (DL50) e a Dose Letal 99 (DL99) através de avaliacdo in vitro para as formas
imaturas de H. irritans; avaliar sua eficacia in vivo, quando administrado diariamente por via
oral em bovinos na interrup¢do do ciclo evolutivo desenvolvido no bolo fecal e realizar a



quantificacdo desta molécula nas fezes e no plasma de bovinos tratados por via oral em dose
unica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Haematobia irritans: Historico e Biologia

H. irritans foi descrita pela primeira vez por Linnaeus (1758), professor, médico,
boténico e bidlogo naturalista, considerado o pai da taxonomia moderna, autor da mundialmente
importante obra chamada Systema Naturae, com varias edi¢des, onde rene uma moderna
sistematica de classificacdo para plantas e animais, que continua sendo seguida atualmente
(ERIKSSON, 2008).

Originaria do Velho Mundo, H. irritans foi reconhecida como uma praga de bovinos na
Franca, em 1830. Apds a Guerra Civil, houve crescente expansédo agricola norte-americana que
culminou com a importagédo de muitos bovinos oriundos da Europa e, provavelmente, a mosca-
dos-chifres pelas caracteristicas biologicas de ndo se afastar do seu hospedeiro, foi junto com
os animais importados (HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990a), chegando aos Estados Unidos
entre 1884 e 1886 (VALERIO; GUIMARAES, 1983).

A denominagao “mosca-dos-chifres” foi atribuida a este inseto por causa dos habitos de
agregacao das moscas nas bases dos chifres dos bovinos em climas temperados, ou nas manhas
muito frias, podendo raramente ser observado somente no sul do Brasil (HONER; BIANCHIN;
GOMES, 1990a).

Em 1898, a mosca se espalhou para quase todo o territdrio dos Estados Unidos e Havai
e, no inicio do século XIX, ja se fazia presente nas ilhas do Caribe. Nos anos trinta do século
passado chegou a América do Sul, sendo reconhecida na Venezuela e Colémbia em 1937
(HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990a).

Acredita-se que H. irritans tenha sido introduzida no Brasil pelo estado de Roraima,
provavelmente advinda da VVenezuela com quem faz fronteira, através do comercio de bovinos,
uma vez que essa mosca sempre “viaja” juntamente com seu hospedeiro. Desde 1980, técnicos
do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC/EMBRAPA) passaram a observar
pequenas moscas hematofagas que se comportavam formando bandos sobre os bovinos,
sugando-os em varias partes do corpo onde ndo eram capazes de espanta-las, deixando-os
irritadicos e com uma tendéncia em se refugiar em é&reas de bosques (VALERIO;
GUIMARAES, 1983).

A confirmacéo de que se tratava de H. irritans veio por meio do envio de amostras do
diptero ao Dr. Adrian C. Pont, entomologista britdnico do Museu de Historia Natural da
Universidade de Oxford, que prontamente a identificou (VALERIO; GUIMARAES, 1983).

Em 1984, a mosca-dos-chifres chegou ao Rio Amazonas, em Santarém. E, como o
transporte principal na época era realizado com bovinos, rapidamente disseminou-se até o Para.
No ano de 1987, houve os primeiros registros da presenca de H. irritans no Maranh&o e,
posteriormente, no Piaui e Ceard, seguindo para o Tocantins, Acre e Goias em 1989, chegando
em Minas Gerais, Rondbnia, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, em 1990 e, em
seguida, nos estados do Parand, Santa Catarina e Rio grande do Sul e no territorio argentino
(HONER; BIANCHIN; GOMES, 1990a).

A disseminacdo da mosca-dos-chifres foi bastante rapida na regido Norte do Brasil,
devido as condigdes climaticas propicias marcadas por verdes chuvosos, juntamente com a
localizagéo das propriedades produtoras de bovinos em regides com vegetacdo de cerrado e a
predominancia do gado Nelore criado de forma extensiva, que facilitaram a disseminacao da
mosca (BRITO et al., 2005).

A expansdo da mosca-dos-chifres no Brasil a partir de 1984 foi mais rapida porque
atingiu regides tradicionais na pecuéria de corte, onde os animais eram comercializados,
principalmente, para as Regides Sul e Centro-Oeste do pais (MENESCAL et al., 1990) pela



movimentacdo de bovinos ou veiculos sujos com fezes infestadas (HONER; BIANCHIN;
GOMES, 1990a). Collares (1990) acrescenta ainda que, qualquer veiculo que permita a entrada
da mosca poderia transporta-la por pelo menos 30km de distancia e com os vidros abertos. Por
essa razdo, uma das recomendacdes para o transporte de bovinos de uma regido para outra seria
a pulverizagdo destes com inseticida antes do deslocamento, assim como nos veiculos de
transporte (MENESCAL et al., 1990).

H. irritans é um parasito hemat6fago obrigatorio de bovinos, possui como caracteristica
marcante pousar no hospedeiro de cabeca para baixo e asas parcialmente abertas para poder
suga-lo, raramente anda, mas voa quando muda de um lugar para outro e em grupos agregados
(“nuvens”) retornando imediatamente ao animal, permanecendo quase que dia e noite sobre seu
hospedeiro. Somente as fémeas movimentam-se rapidamente quando o bovino defeca,
descendo da barriga para as pernas e depois para a massa fecal, retornando rapidamente para o
hospedeiro depois de ovipor (DRUMMOND; GEORGE; KUNZ, 1988; HONER; BIANCHIN;
GOMES, 1990a) nas fissuras do esterco bovino fresco (até 15 minutos ap6s defecacdo) e com
um potencial de poder depositar de 300 a 400 ovos durante a vida, individualmente ou em lotes
de 10 a 15 (CAMPBELL; THOMAS, 1992).

O periodo chuvoso do ano é o mais propicio ao desenvolvimento da mosca-dos-chifres.
Apesar disso, quando chove muito em poucos dias, ocorre a destruicdo das massas fecais
depositadas na pastagem e, consequentemente, interrupcdo do ciclo evolutivo da mosca
(BIANCHIN; ALVES, 1997).

Com relacdo a morfologia , segundo Taylor et al. (2010), a mosca adulta mede de 3 a
4mm de comprimento, possui coloracdo cinzenta e faixas escuras no térax, a proboscida é
mantida para frente, os palpos possuem coloracdo cinza-escuro, sdo robustos e tdo longos
guanto a probdscida. Os ovos apresentam coloracdo marrom escuro, podendo também ser
amarelo claro ou brancos e medem de 1,0 a 1,5mm; as larvas séo cilindricas e as pupas sdo
vermelho-acastanhadas, opacas e medem 3 a 4mm de comprimento.

Em condicBes laboratoriais, a média do ciclo de vida, com adultos mantidos a
temperatura 33,0 + 2 °C e larvas a 26,5 = 2 °C, ambos com 55 a 60 % de umidade relativa (UR),
é de 12 dias de ovo a adulto e de 17 dias de ovo a ovo (SCHMIDT; HARRIS; HOFFMAN,
1967). Barros (2002) afirma que o periodo minimo necessario para o desenvolvimento de H.
irritans, sob temperaturas de 27,3 a 30,2 °C, foi de nove dias. Collares (1990) desenvolveu um
modelo de predicdo para a emergéncia das Ultimas moscas a partir da temperatura ambiental,
obtido pela equacéo de regressio DNUM (Dia de Nascimento das Ultimas Moscas)=67,4 — 2
X Temperatura (em °C). Sendo assim, em uma temperatura de 27 °C, todas as moscas deverao
ter emergido em menos de 13,4 dias.

Sanders e Dobson (1969) fizeram algumas observacdes quanto ao bolo fecal e a
oviposicdo de H. irritans e puderam afirmar que H. irritans ndo faz oviposicao em bolos fecais
muito liquidos, com consisténcia comparada a uma massa de panqueca, assim como em bolos
fecais muito secos, definidos por se quebrarem facilmente ao se impactarem com o solo. E que,
as moscas preferem ovipor nos primeiros dois minutos apés a defecacdo do bovino, além de
depositar seus ovos nas bordas dos bolos fecais, préximo a jun¢édo com o solo, alem desta pratica
ser realizada de igual maneira durante o dia ou no periodo da noite. E ainda, amostras de fezes
com aproximadamente 1 kg ou mais, cultivam maior quantidade de moscas, e sdao normalmente
excretadas pelos bovinos apds um periodo de descanso, ou melhor, assim que se levantam
coincidindo, com maior frequéncia, com as primeiras horas do dia.

Os habitos de oviposicao de H. irritans foram melhor esclarecidos por (KUNZ et al.,
1970) em estudo de campo, que demonstrou o habito de ovipor tanto durante o dia quanto a
noite. Além disso observou-se, em varias ocasifes, oviposicdo durante o dia em moderada
chuva com subsequente recuperacdo de adultos sob esta condicdo, permitindo avaliar que a
secagem mais lenta do esterco durante a noite provavelmente determinou maior producéo de



moscas nas amostras avaliadas, supondo-se que baixas temperaturas e alta umidade deteriam a
dissecacdo dos ovos e, em consequéncia, promoveriam um periodo mais favoravel para a
incubacéo e o estabelecimento das larvas no esterco. Em adic¢do, observou-se que o pico da
emergéncia de moscas no meio do veréo foi de 9 a 10 dias enquanto que no inverno, o pico foi
de 14 a 21 dias comprovando a interferéncia da temperatura no desenvolvimento desse inseto.

Ap0s chuvas intensas, a populacdo de adultos reduz drasticamente, assim como a de
formas imaturas presentes no bolo fecal, uma vez que este torna-se parcial ou totalmente
destruido em consequéncia das chuvas (DE MACEDO; BRITO; BORJA, 2001).

Em 1971, Harris et al. executaram estudo para observar a emergéncia sob condicdes
laboratoriais e puderam verificar que o horario em que a mosca ovipde nao afeta o ritmo
circadiano da emergéncia de adultos, que foi completamente realizada em trés dias a partir da
emergéncia da primeira mosca, com fémeas emergindo primeiro que 0s machos e,
concentrando-se em poucas horas do dia.

Com relacdo a dindmica biologica e a flutuacdo populacional que ocorre do outono até
a primavera, Kunz et al. (1972) mostraram que aproximadamente 45 % da descendéncia da
populacdo de moscas do outono entravam em diapausa por causa das baixas temperaturas,
afirmando ainda que, em &reas onde ocorre a diapausa no inverno, 0s niveis de emergéncia na
primavera poderiam ser consideravelmente reduzidos ou praticamente eliminados se as moscas
que produzem as populagcdes que estardo presentes nos animais no outono pudessem ser
controladas antes de oviporem.

Schreiber e Campbell (1986) utilizaram animais mesticos de Angus X Hereford X
Simmental (tricross), com face branca e corpo vermelho e mesticos de Hereford X Angus, de
cara branca e corpo preto para avaliar a preferéncia da coloracdo do pelo do hospedeiro no
parasitismo por H. irritans e puderam observar que geralmente 0s animais negros possuiam
uma maior contagem de moscas que 0s animais vermelhos e que o nimero médio de moscas
apresentado por animal em um ano, repetiu-se para 0 ano seguinte, novamente com a maior
contagem nos animais negros. Collares (1990) também observou uma superioridade de
infestacdo em animais de pelagem escura, sugerindo que a cor e a raga dos animais poderiam
influenciar na determinacdo da preferéncia da mosca, observando ainda que, com a
aglomeracéo e consequente movimentacao do gado, a mosca-dos-chifres tende a se agrupar em
bovinos de pelagem escura, da mesma forma que em manhds de grande luminosidade. J&, com
relagdo a preferéncia por categoria ou sexo animal, os mais parasitados sdo os machos (touros,
bois ou novilhos) e as fémeas adultas, sendo os terneiros a categoria de menor predilecdo
(ALVES-BRANCO; PINHEIRO; SAPPER, 2000).

Em estudo com fémeas das ragas Crioula, Nelore, Hereford (34 %) x Nelore (66 %) e
Hereford (66 %) x Nelore (34 %) a fim de avaliar a influéncia da raca na infestacdo, observou-
se que os animais da raca Crioula (taurinos) foram os menos infestados juntamente com a raca
Nelore (zebuinos), com diferencas significativas entre os grupos (GUGLIELMONE et al.,
2000).

Bianchin et al. (2004) afirmam que o cruzamento entre B. taurus e B. indicus pode
determinar maior carga parasitaria nos descendentes produzidos do que aquela verificada em
animais com predominéncia de sangue Nelore.

Schreiber e Campbell (1986) mostraram que a distribui¢do da mosca nos animais com
pelagens de coloracdes diferentes pode variar de acordo com o horério do dia, com uma
predominancia de moscas distribuidas nos mesmos lugares de maior preferéncia, mas em
porcentagens diferentes, ou seja, as moscas concentraram-se predominantemente no dorso,
laterais do costado e na linha média da barriga. No gado vermelho, as moscas preferiram se
alojar em maior quantidade na linha média da barriga; as moscas que estavam no gado escuro,
preferiram se alojar em maior quantidade no dorso. Durante a tarde, a maioria das moscas
preferiram ficar na linha media da barriga e nas laterais e, no momento do anoitecer, a



movimentacdo de moscas foi realizada de forma semelhante a distribuicéo feita pela manha,
com o gado vermelho com a maior porcentagem de moscas na linha média da barriga e o gado
negro com predominéncia no dorso e também nas laterais.

Lima et al. (2002) identificaram as principais regides anatdmicas preferenciais de H.
irritans no periodo da manha em bovinos da raca Nelore como sendo a regido escapular,
interescapular (“cupim”) e a costal, mas relataram também que, nos meses mais chuvosos, o
ndmero de moscas localizadas na regido ventral aumentou significativamente, porém sem
diferencas estatisticas entre as outras regides.

Stelman et al. (1997) avaliaram o efeito da densidade do pelo e a producdo de sebo de
bovinos de corte no parasitismo por H. irritans e concluiram que um dos fatores responsaveis
pela resisténcia do bovino poderia ser a densidade do pelo e o correspondente quantitativo de
sebo presente na pele do animal. E que, a relacdo parasito-hospedeiro é influenciada pela
composi¢do quimica ou quantidade de componentes secretados pela pele do bovino, resultando
em moscas que evitam parasitar bovinos com altas densidades capilares, por uma suposta maior
dificuldade no parasitismo.

O gado apresenta comportamento de agregacao frente a populagdes elevadas de moscas,
agrupando-se geralmente em areas de sombra, em torno de tanques de agua, cérregos ou lagoas
e, com isso, a pastagem normal é interrompida havendo diminuicdo da eficiéncia alimentar
(CAMPBELL; THOMAS, 1992). Entre as principais demonstra¢des do incomodo causado por
H. irritans no seu hospedeiro estdo a jogada de cabeca (maneio), movimento de orelha, tremor
de pele e pisdes fortes (HARVEY; LAUNCHBAUGH, 1982).

2.2. Impacto Econdomico Decorrente do Parasitismo por Haematobia irritans

Em 1961, segundo dados publicados pela Food and Agriculture Organization of United
Nations (FAO), o Brasil possuia um quantitativo de aproximadamente 56.041.312 milhdes de
cabeca de bovinos e, nessa ocasido, ocupava a posicao de quarto maior produtor de bovinos do
mundo, com a india em primeiro lugar, seguida de Estados Unidos em segundo lugar e a antiga
Unido Soviética em terceiro, e na sequéncia, China, Argentina, Etidpia, Bangladesh, Franca e
Alemanha, nessa ordem decrescente, compondo os dez paises maiores produtores de bovinos
do mundo naquela época (FAO, 2017).

Os primeiros dados oficiais de entidade nacional sobre o quantitativo de bovinos no
Brasil sdo de 1970 e foram publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) ap0s a realizacao do primeiro Censo Agropecuario, onde revelou-se uma populacao de
aproximadamente 78.562.250 milhdes de cabecas de bovinos (IBGE, 2017b).Em 2006, quando
0 Ultimo Censo Agropecuario foi publicado pela mesma Instituicdo, o Brasil ja possuia
176.147.501 milhdes de cabecgas (IBGE, 2017c).

Em 2014, segundo dados da FAO, o rebanho bovino mundial era de composto de
aproximadamente 1.474.526.581 bilhGes de cabecas de bovinos e o Brasil detinha um rebanho
com aproximadamente 212.366.132 milhdes de cabecas de gado, tendo sido considerado mais
uma vez o pais maior produtor de bovinos do mundo, com india em segundo lugar, seguida de
China em terceiro e Estados Unidos em quarto, e na sequéncia, Etiopia, Argentina, Paquist&o,
México, Suddo e Australia, nessa ordem decrescente, compondo 0s dez paises maiores
produtores de bovinos do mundo naquele ano.

O Brasil vem ocupando a posi¢do de lideranga no ranking mundial de producdo de
bovinos desde 2003, quando alcancou pela primeira vez um rebanho maior que a lider anterior,
a India. A China e os Estados Unidos mantém-se entre a terceira e a quarta posicdes, ora
alternando-se entre elas (FAO, 2017).

Sendo assim, dono do maior rebanho bovino comercial do mundo, associado ao clima
tropical ou subtropical imido, o Brasil apresenta caracteristicas muito favoraveis a ocorréncia



de doencas parasitérias, sejam elas causadas por parasitos internos ou externos (GRISI, L.;
MASSARD, C.L.; MOYA BORJA, G.E.; PEREIRA, 2002).

2.2.1. A pecuéria e a economia Brasileira

Apesar da grave crise econdmica e recessdo pelo qual passa, recentemente o Brasil
ultrapassou a Itélia e voltou a ocupar a oitava colocagdo no ranking das maiores economias do
mundo para 2017, elaborado pelo Fundo Monetario Internacional (FMI) (BRASIL, 2016).

Parte deste resultado se deve ao desempenho do setor primario que, apesar de também
ter encolhido nos ultimos dois anos, tem registrado menores quedas quando comparado aos
demais setores produtivos da economia brasileira, que encolheu no geral 3,6 % em 2016. Dentro
do setor primario, as quedas na geracao de riquezas neste ano sofreram fortemente em razéo da
reducdo significativa dos indices da agricultura, enquanto a pecuaria, depois de excelentes
resultados em 2015, apresentou neste ano uma tendéncia a estabilidade (IBGE, 2016).

Em 2015, o Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro foi de R$5,9 trilhdes, tendo o setor
primario (agronegocio) contribuido com R$1,27 trilhdes (21,5 % do PIB). A cadeia produtiva
da pecuéaria movimentou cerca de R$483,5 bilhdes neste ano (8,2 % do PIB), registrando um
crescimento de mais de 27 % sobre 0 ano anterior, além de um crescimento de mais de 44 %
em relagdo ao montante movimentado pela cadeia no ano de 2010 (ABIEC, 2016).

Dos R$483,5 bilhdes totais movimentados pela cadeia produtiva da pecuaria em 2015,
R$147,03 bilhGes estdo relacionadas as atividades anteriores e/ou nas préprias fazendas,
R$145,88 bilhdes as atividades nas industrias e R$181,59 bilhGes no varejo (SINDAN, 2017).

A grandeza destes nimeros se justifica quando lembramos que, segundo dados recentes,
temos o maior rebanho bovino do mundo, com 209,13 milhdes de cabecas de gado distribuidos
em 167 milhdes de hectares de pastagens. Somos 0 maior exportador global de carne bovina,
com 9,56 e 1,88 milhdes de toneladas produzidas e exportadas, respectivamente. Além disso,
somos ainda o quarto maior produtor mundial de leite, com 23 milhdes de vacas ordenhadas e
mais de 34 bilhdes de litros produzidos em 2015 (ABIEC, 2016; IBGE, 2017d).

Neste mesmo ano, insumos relacionados a nutricdo, reproducdo e sanidade/salde
animal, movimentaram mais de R$49 bilhdes (ABIEC, 2016), dos quais apenas 0 mercado de
parasiticidas movimentou cerca de R$1,24 bilhGes, correspondendo a 25 % do mercado total
de produtos veterinarios no pais, assumindo a lideranga do ranking brasileiro de produtos para
salde animal ao ultrapassar pela primeira vez o mercado dos produtos biolégicos (SINDAN,
2017).

Ainda assim, e por diversas raz0es, a pecuaria brasileira sofre anualmente com grandes
prejuizos econdmicos causados pelas parasitoses e seus efeitos deletérios sobre a saude e
consequentemente sobre os indices produtivos do rebanho bovino. Segundo estimativa feita por
Grisi et al. (2014) e corroborada por Stotzer et al. (2014) as perdas potenciais com o parasitismo
de bovinos no Brasil pode chegar a quase R$14 bilhdes por ano, sendo as helmintoses, as
infestacdes por carrapato e pela mosca-dos-chifres os maiores responsaveis por tais perdas.

2.2.2. Perdas econémicas e principais danos

No cenario externo, em 1981, segundo Grisi et al. (2002), houve perdas econémicas
estimadas em aproximadamente 730,3 milhdes de dolares causadas pela acdo de ectoparasitos
em bovinos nos Estados Unidos, totalizando uma perda de aproximadamente 2.260.600 bilhdes
de dolares.

Em 2002, Grisi et al. (2002) estimaram em aproximadamente 150 milhdes de dolares as
perdas econdémicas decorrentes da agdo de H. irritans no Brasil, totalizando prejuizo anual de
2.650.000.000 bilhdes de ddlares causados pela agdo dos principais ectoparasitos de bovinos.



Ja em 2014, Grisi et al. (2014) reavaliaram o impacto econdmico causado pelos parasitos de
bovinos no Brasil e puderam concluir que houve um total de perdas em consequéncia do
parasitismo por H. irritans de aproximadamente 2.558.320 bilhdes de dolares, com um prejuizo
anual relacionado aos principais endo e ectoparasitos de aproximadamente 13.958.32 bilhdes
de dolares.

Somado as perdas causadas diretamente na producdo, destacam-se 0s gastos com o
controle da mosca, como despesas com produtos, mao-de-obra e gastos com equipamentos ou
instalacOes, dificeis de serem contabilizados (BARRQOS, 2005).

Campbell (1976) realizou um estudo para determinar os efeitos do controle de H.
irritans nas vacas de corte em relacdo ao peso de desmame dos bezerros e observou que a
diferenca de ganho de peso dos bezerros de matrizes tratadas foi significativamente superior,
concluindo que seria financeiramente viavel fazer o controle por causa do retorno financeiro
posterior que cobriria 0s custos do tratamento no momento da venda dos animais.

Harvey e Brethour (1979) avaliaram os efeitos de H. irritans no ganho de peso de
bezerros sobreano e, puderam observar que os animais tratados ganharam significativamente
mais peso que 0s nado tratados, com uma média significativamente maior de peso nos animais
tratados ao longo dos 6 anos de estudo e um total de ganho de peso de aproximadamente
10kg/cabeca no momento do abate.

Kunz et al. (1984) avaliaram o efeito do controle da mosca no ganho de peso de novilhos
e puderam determinar que, naqueles animais onde a mosca-dos-chifres foi totalmente
controlada, houve um ganho de peso 14,3 % superior, correspondendo a aproximadamente
12,5kg por animal. Os animais tratados ndo tiveram mosca-dos-chifres, enquanto que os nao
tratados mantiveram infestacdo média de 700 moscas por animal, ao longo dos 120 dias de
estudo.

Kunz et al. (1984) em outro estudo, avaliaram o efeito da infestacdo por mosca-dos-
chifres nas matrizes no peso de desmame de suas crias e, puderam determinar que houve um
ganho de 7,3kg por bezerro pertencente ao grupo tratado, assim como houve um maior ganho
de peso nos machos. Mas, mesmo assim, 0s estudos mostraram que o controle de populagdes
de H. irritans proporcionou substancial, mas nem sempre significantes aumentos no ganho de
peso diario de bezerros antes da desmama e mesmo quando mais velhos. Campbell (1976)
sugere que o principal efeito indireto para o ganho de peso dos bezerros seria uma maior
quantidade de leite produzida por vacas tratadas contra H. irritans.

Schreiber e Campbell (1986) afirmam ainda que se o rebanho bovino possuir animais
com varios tipos de coloragdes de pelagens e as infestagdes por H. irritans forem proximas dos
niveis econdmicos, 0s animais mais escuros ou negros poderao ter uma maior redugdo no ganho
de peso quando comparados aos animais mais claros.

Em estudo de comparacgdo de ganho de peso, utilizou-se novilhos Angus, Gelbvieh e
mesticos de Brahman durante trés anos consecutivos e pode-se observar que animais dos grupos
tratados tiveram significativamente maiores ganhos de peso diario e total, quando comparados
ao grupo controle (DEROUEN et al., 1995).

Em estudo de ganho de peso em vacas Nelore durante quatro anos consecutivos,
observou-se um ganho de peso significativo a favor das vacas tratadas, da mesma forma que o
peso dos bezerros no desmame. Porém, houve diferenca na taxa de prenhez das vacas e,
levando-se em conta que os niveis de infestacdo foram baixos durante todo o periodo
experimental e que ndo houve diferenca estatistica de ganho de peso, justifica-se a diferenca
nas taxas de prenhez devido ao estresse dos touros, que quase sempre apresentam altas
infestages de H. irritans. A conclusdo e de que mesmo com infestacdes reduzidas, a mosca-
dos-chifres causa prejuizos e sua presenca ou auséncia seria mais importante do que a
intensidade da infestagdo (BIANCHIN; ALVES, 1997).



Bianchin e Alves (2002) avaliaram a influéncia de H. irritans no ganho de peso de vacas
da raca Nelore e bezerros antes da desmama, observando as vacas paridas, por quatro anos
consecutivos. Os animais adultos tiveram baixa infestacdo durante todo o estudo, além da
auséncia ou carga reduzidissima de moscas nos bezerros e, concluiu que, apesar de haver uma
tendéncia para um maior ganho de peso nas vacas tratadas, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos, demostrando que o reduzido nivel de infestacdo produziu pouco ou nenhum
efeito no ganho de peso dos animais destas categorias, assim como Da Silva et al. (2002)
avaliaram o ganho de peso em bovinos infestados naturalmente por H. irritans e concluiram
que, se a infestacdo dos animais for leve, pode ndo serem observadas alteracGes de ganho de
peso, assim como rendimento de carcaca de bovinos.

Bianchin et al. (2004) avaliaram o efeito da mosca-dos-chifres no ganho de peso dos
bovinos machos da raca Nelore e puderam concluir que, apesar das baixas médias de infestacdes
observadas durante o periodo experimental, ocorreu reducao significativa no ganho de peso dos
animais ndo tratados, podendo-se notar também que, nesse caso, auséncia teria sido mais
importante que a intensidade da infestacéo.

Em estudo para avaliar o ganho de peso de bovinos mediante infestacdo de H. irritans,
utilizou-se 120 nelores tratados a cada 30 dias com anti-helmintico em todos os animais,
independentemente do grupo de tratamento, durante os 150 dias de experimento e pode verificar
uma diferenca significativa de 20kg na média dos pesos entre o grupo controle e o grupo de
tratamento mais eficaz, concluindo que a presenca da mosca influencia no ganho de peso desses
animais (MACIEL et al., 2015).

A infestacdo por H. irritans tem impacto negativo sobre a producéo e o desempenho do
gado, expressos na diminui¢do do ganho de peso, da producdo de leite, do apetite e da conversao
alimentar (BYFORD; CRAIG; CROSBY, 1992).

A qualidade do couro de bovinos pode ser influenciada pela presenca de ectoparasitos,
dentre os principais, destacam-se Riphicephallus microplus, Dermatobia hominis e H. irritans.
Em estudo para avaliacdo das lesdes no couro causadas por esses ectoparasitos em Mato Grosso
e Parand, em 1999 e 2000, revelou-se que, nos dois Estados, acima de 60 % das lesdes foram
causadas por carrapatos. No Parand, houve maior acometimento de lesGes causadas por bernes,
com aproximadamente 35 % das lesdes; jA no Mato Grosso, esse tipo de lesdo representou
aproximadamente 20,0 % das lesGes e, no que diz respeito a H. irritans, Parana teve um
acometimento de cerca de 3,0 a 4,5 % do couro com esse tipo de leséo, enquanto que no Mato
Grosso, esses valores variaram de 14,0 a 15,0 %, concluindo que o berne, apesar da maior
incidéncia de carrapatos, é o principal depreciador da qualidade do couro bovino e, a mosca-
dos-chifres juntamente com o carrapato, constitui menores perdas econdmicas atreladas a
caracteristicas menos agressivas e permanentes que provocam no couro, quando comparados
ao berne, tendendo a desaparecer durante 0s processos de curtimento, promovendo um couro
de qualidade superior associado a lesdes imperceptiveis (MARQUES; YAMAMURA;
VIDOTTO, 2000).

Em outro estudo, mostrou-se que nos locais em que H. irritans costuma parasitar com
maior frequéncia, como por exemplo, flanco e garupa, havia inimeras lesdes no couro dos
animais do grupo controle quando comparado aos animais tratados, mas que também, apés o
término do processo de curtimento do couro, apesar de H. irritans causar lesdes macroscépicas
na pele dos bovinos, estas ndo chegam a causar perdas econdmicas para a industria, uma vez
que o processo de curtimento repara totalmente as lesées (DA SILVA; DE LA RUE; GRACA,
2002).

Para avaliar lesdes no couro cru, foram realizadas bidpsias da regido da cernelha dos
bovinos, onde revelou-se que os couros crus, com mais de 50 % de area lesada, possuiam lesfes
(manchas negras, fendas e cicatrizes) espalhadas por toda a superficie, exceto a garupa, porém
sem diferenca significativa na porcentagem de area danificada entre os grupos de acordo com



a intensidade de infestacdo. Na histopatologia, encontrou-se eosinofilia perivascular com
infiltrados de células mononucleares na derme superficial, infiltrado de eosindfilos no meio e
dentro da derme, edema, hiperemia e hemorragia. E, finalmente concluiu que, seja pelos efeitos
mecanicos da picada, ou mesmo fatores individuais e ligados a raca, infestacdes por H. irritans
sdo provavelmente uma importante causa de perdas econdmicas para a industria do couro
(GUGLIELMONE et al., 1999).

Estas moscas sdo consideradas vetores de Staphylococcus aureus, transmitindo a
bactéria assim que inserem a probdscida dentro dos capilares das pontas dos tetos das novilhas,
durante o habito alimentar hemat6fago. Nesse processo, injetam S. aureus na pele, resultando
em pequenos abscessos e formacdo de crostas e lesdes. (OWENS et al., 1998). H. irritans foi
associada a surto de dermatite causando atresia de tetos em novilhas em puberdade. A dermatite
foi notada nos tetos, particularmente nos tetos anteriores e também na area sem pelos do
perineo. Na histopatologia do tecido mamario, verificou-se formacédo de fibrose, inclusive no
ducto papilar dos tetos, dermatite perivascular, intersticial, superficial e profunda, mastocitos
perivasculares, poucos eosindfilos, sem edema ou hiperemia, exsudato ou exocitose
neutrofilica, sem formacdo foliculo linfoide em torno dos ductos ou no intersticio,
caracterizando dermatite alérgica ou induzida por artropodes, associado a presenca do agente
no ventre e nas laterais dos animais em quantidade superior a 250 e a resolucao do problema
apos o controle de H. irritans no gado (EDWARDS et al., 2000).

Ryman et al. (2013) avaliaram a influéncia da mosca-dos-chifres na localizacdo de
infeccdo intramamaria entre os quartos de novilhas leiteiras criadas a pasto, assim como a
condicdo da pele do teto e puderam perceber que a probabilidade de diagnosticar mastites
causadas por algum tipo de patdgeno era 5,1 vezes maior de ocorrer nos tetos anteriores que
nos posteriores; assim como na infec¢do por S. aureus, em que probabilidade foi 3,9 maior de
ocorrer nos quartos anteriores que nos posteriores. Edwards et al. (2000) também notaram
predilecdo de H. irritans pelos tetos anteriores, que ndo estd clara, mas supde-se que seja
causada pela atracdo das moscas em se posicionarem no baixo ventre do animal além da
evidente proximidade com os tetos dianteiros que parecem maiores que 0s tetos posteriores,
ampliando a superficie de contato para as moscas. Tal predilecdo poderia ainda estar
relacionada também com a eficiéncia da cauda em repelir moscas ao longo do seu alcance,
como os tetos posteriores (RYMAN et al., 2013).

2.3. Controle e Resisténcia

Com o surgimento de H. irritans nos Estados Unidos por volta de 1885, foram adotadas
medidas de controle pautadas na repeléncia topica da mosca com 6leos de peixe, alcatrdo, acido
carbolico e graxa ou pautadas na a¢do toxica, com emulsdes de querosene ou tabaco e creosoto
em po, além de armadilhas escuras por onde 0 gado passava e do tratamento do esterco com cal
ou por dessecamento, que persistiram até aproximadamente os anos 40 do Século XX quando
finalmente, o controle foi revolucionado com o advento dos sprays ou banhos de
diclorodifeniltricloretano (DDT) (DRUMMOND; GEORGE; KUNZ, 1988), pesticida da classe
dos organoclorados, classificado como derivado etano clorado, responsavel pela inibicdo da
conducdo do sodio ao longo das fibras nervosas motoras ou sensoriais (TAYLOR, 2001).

Porém, em pouco tempo, residuos de organoclorados haviam contaminado praticamente
todos os ecossistemas, sendo detectados nos mais variados substratos e na segunda metade da
década de 60, muitos paises trataram de intensificar as pesquisas relativas ao assunto e, ao
mesmo tempo, tomaram medidas legais, restringindo ou proibindo seu emprego (FLORES et
al., 2004).

Proximo do final dos anos 50, a classe de inseticidas organofosforados foi testada e
desenvolvida para o tratamento do gado no controle de uma variedade de artropodes, incluindo
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H. irritans (DRUMMOND; GEORGE; KUNZ, 1988). Essa classe atua inibindo a a¢do da
acetilcolinesterase em sinapses colinérgicas, nos masculos e nas placas motoras. Ou seja, 0s
organofosforados mimetizam a estrutura da acetilcolina e, quando se ligam a
acetilcolinesterase, causam transforilacdo da enzima e, com isso, acetilcolina se acumula nas
membranas pos-sinapticas levando a paralisia neuromuscular, com um potencial toxico elevado
para seres vivos. (TAYLOR, 2001). Os sinais clinicos em bovinos, principalmente sdo
salivacdo, tremores musculares, miose e respiracdo ruidosa (RADOSTITS et al., 2002). Os
compostos organofosforados mais conhecidos e utilizados no controle de parasitos sao
diazinon, fenthion, clorpirifés, diclorvés (TAYLOR, 2001). De Castro et al. (2007) relataram
a intoxicacdo aguda de bovinos em propriedade onde o produtor, desconhecendo a toxicidade
do diazinon, na tentativa de controlar a persistente infestacdo por carrapatos do rebanho, usou
concentracdo extremamente alta do produto, aproximadamente seis vezes a dose recomendada,
resultando no decubito permanente e ébito dos animais.

Entdo, no final dos anos 70, século XX, os inseticidas piretroides foram sintetizados
com a promessa de alta efetividade contra uma significativa variedade de artrépodes,
controlando as populagdes de H. irritans de forma efetiva (DRUMMOND; GEORGE; KUNZ,
1988). Kunz e Schmidt (1985) demonstraram, em 1977, que acessorios plasticos incorporavam
inseticida e aplicaram em brincos para bovinos no controle de Amblyomma maculatum,
chamando atencéo para o controle causado também na mosca-dos-chifres. Entdo, 0s primeiros
brincos impregnados foram produzidos contendo os organofosforados clorpirifés ou stirofds,
que ndo tiveram uma atividade residual tdo longa quanto os brincos de piretréide que se
seguiram. Em virtude disso, durante 5 anos, uma quantidade significativa de brincos
impregnados com varios piretréides foram desenvolvidos e muito bem aceitos pelo mercado
americano. Entretanto, o uso indiscriminado, associado a uma continua pressao de selecdo nas
populacbes, levaram ao surgimento de resisténcia em mosca-dos-chifres aos piretroides
(DRUMMOND; GEORGE; KUNZ, 1988).

Logo apo6s o verdo de 1982, problemas relacionados ao controle de H. irritans na
Fl6rida, onde produtores e a indUstria puderam acompanhar a perda de eficacia dos brincos
impregnados com piretroides no controle das infestacOes, propiciaram o desenvolvimento dos
primeiros testes de determinacdo de resisténcia em H. irritans para piretrdides. Até o fim a
estacdo da mosca em 1984, 10 estados ja possuiam popula¢des de mosca-dos-chifres resistentes
aos piretréides, com disseminacao em quase todo o sul e o sudeste dos Estados Unidos (KUNZ;
SCHMIDT, 1985).

Quando a resisténcia aos piretroides utilizados impregnados em brincos de orelha
surgiu, os entomologistas ficaram com recursos limitados, mas recomendaram que as velhas
praticas de controle, como dleos, sprays, aditivos alimentares ou bolus, voltassem a ser
aplicadas no gado. Em contrapartida, empresas mudaram a confeccao dos brincos de piretroides
para organofosforados ou uma associagéo entre as duas classes, com adicdo de sinergistas, ou
piretroides mais toxicos (CAMPBELL et al., 2006). A partir de entdo, novas classes foram
introduzidas no mercado, incluindo as lactonas macrociclicas e fenilpirazoles (BARROS,
2004).

Em busca do desenvolvimento de um produto com apelo duplo, tanto para nematoides
guanto para artrépodes, a ivermectina foi primeiramente introduzida como parasiticida
veterinario em 1981(SUTHERLAND, 1990). As ivermectinas sdo compostos de lactonas
macrociclicas oriundas da fermentacdo do fungo Streptomyces sp. que, em contato com 0s
parasitos, produz ataxia e paralisia da musculatura faringo-esofagica (ROHRER; ARENA,
1995).

Um namero expressivo de lactonas estdo disponiveis para uso veterinario e atualmente
incluem: as avermectinas — abamectina, doramectina, eprinomectina, ivermectina, selamectina;
e as milbemicinas — moxidectina e milbemicina oxima. Sdo altamente lipofilicas, ficam
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estocadas nas gorduras para que possam ser lentamente liberadas, metabolizadas e excretadas.
Sdo moléculas conhecidas por agirem no GABA, bloqueando a estimulacdo neuronal do
neurbnio motor e levando a paralisia flacida (TAYLOR, 2001).

Estudos sobre o uso da ivermectina revelaram que grande parte é excretada nas fezes,
inibindo o desenvolvimento das larvas de moscas, impedindo a a¢do de uma diversidade de
artropodes simbovinos na decomposicéo fecal e levando ao comprometimento do controle da
populagdo de moscas. Lima (2005) avaliou a influéncia do tratamento endectocida com
ivermectina na fauna coprofila no desenvolvimento da mosca-dos-chifres e na entomofauna e,
como resultados, mostrou que o tratamento por ivermectina influenciou o nimero, a frequéncia,
a dominancia, a diversidade e a similaridade das familias emergidas das fezes de bovinos
tratados.

Atualmente, medidas de controle de mosca-dos-chifres em bovinos séo pautadas quase
totalmente no controle quimico, com a utilizacdo dos compostos sob a forma de imerséo,
pulverizacdo, pour on, spot on, polvilhamento, mecanismos autodosadores e brincos
impregnados com inseticidas, além dos produtos chamados endectocidas, que séo aplicados de
forma injetavel (ALVES-BRANCO; PINHEIRO; SAPPER, 2000). O controle bioldgico
também é uma realidade e varios estudos tem sido conduzidos nesse sentido.

A melhor estratégia de controle atualmente é a de rotacdo de classes inseticidas, com
mecanismos de acdo diferenciados, onde a substituicdo periddica de uma classe (e ndo somente
a troca do inseticida por outro da mesma classe) ajuda a manter a susceptibilidade da populagéo
(BARROS, 2005).

No Brasil, ainda em 1989, a preocupacdo com o futuro do controle de H. irritans devido
a possibilidade do aparecimento de resisténcia ja era uma realidade, uma vez que diversas
autoridades locais regulamentavam o uso de inseticida em grande escala (HONER;
BIANCHIN; GOMES, 1990a).

Em 1990, O Programa de Controle Nacional da Mosca-dos-chifres foi lancado pela
EMBRAPA e as duas metas do programa eram: reduzir as infestacbes da mosca a niveis
toleraveis e, evitar, quanto possivel, o desenvolvimento de resisténcia da mosca aos inseticidas.
Entdo, apos levantamento de todas as informacdes disponiveis sobre o controle da mosca nos
Estados Unidos e Australia, definiu-se que uso racional de inseticidas e o besouro destruidor de
massas fecais, Onthophagus gazela, seriam chaves no controle integrado da mosca. Os autores
acrescentaram ainda que, no futuro, o programa poderia receber alguns ajustes, como:
tratamento de todos os animais em setembro, com produto organofosforado; durante a época de
chuva, tratamento com produto piretroide, mas somente quando infestacdo média fosse acima
de 200 moscas, optando pela conveniéncia de usar brincos impregnados com o inseticida, mas
com a forte recomendacéo de retira-los em fevereiro, para assim, tentar evitar a promocao do
desenvolvimento da resisténcia por parte da mosca e, por Gltimo, tratar todos 0s animais em
maio, utilizando inseticida a base de piretréide (asperséo, imersdo ou pour on), nao utilizando
brincos no periodo seco, pois as infestacdes sdo mais baixas (HONER; BIANCHIN; GOMES,
1990b).

Em 2000, o Ministério da Agricultura langcou uma instrucdo técnica para o produtor
como orientagdo basica para o controle da mosca-dos-chifres, com as principais
recomendacgdes: somente efetuar o tratamento imediato quando o nimero de moscas tiver
excedido 200 unidades por animal e/ou 0 comportamento dos animais tiver sido alterado em
funcdo do parasitismo, como jogada de cabegca e movimentos bruscos e frequentes da cauda,
deixando animais com infestacbes consideradas médias, sem tratamento, na tentativa de
retardar a resisténcia. Quando a opcéao fosse produto sob a forma pour on para controlar somente
H. irritans, sem a necessidade de controle de carrapato, poderia-se utilizar pelo menos metade
da dose indicada para o tratamento carrapaticida e, quando houvesse a necessidade de controlar
os dois ectoparasitos, seria utilizada a dose carrapaticida. Os autores ainda recomendam o
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controle efetivo de H. irritans em touros, principalmente na monta, com brincos mosquicidas,
produto a base de fipronil e endectocidas “pour on” ou ainda, brincos impregnados de diazinon
alertando ainda, que se esses Ultimos forem usados, devem ser retirados apds quatro meses de
uso para retardar o processo de resisténcia pela subdosagem (ALVES-BRANCO; PINHEIRO;
SAPPER, 2000).

Oliveira et al. (2006) afirmam que, de modo geral, o controle quimico da mosca tem
sido realizado abusivamente, com frequéncia de tratamentos acima do necessario e baseado no
uso sequencial ou na rotacdo aleatoria de produtos. Um agravamento do problema tende a
ocorrer tanto pela pressdo de selecdo exercida pelos curtos intervalos entre aplicacGes quanto
pelo uso inadequado dos produtos. Paralelamente, é marcante o desconhecimento, por parte dos
produtores, dos diversos aspectos relacionados ao controle desta ectoparasitose e a0 manejo de
resisténcia.

Pelo fato da mosca dos chifres adulta gastar grande parte do seu periodo de vida no
hospedeiro e 0s seus estagios imaturos se desenvolverem nas fezes do seu hospedeiro, este
parasito poderia ser vulneravel a uma variedade de praticas de manejo envolvendo o uso de
inseticidas quimicos mas, infelizmente, a mosca do chifre tem habilidade de desenvolver
resisténcia a muitos inseticidas disponiveis no mercado e as falhas do controle no campo séo
comuns (BULL; MEOLA, 1993).

Infelizmente, a maioria dos produtores negligencia o modo de utilizac&o dos inseticidas,
assim como 0 momento de tratar adequadamente o animal, utilizando critérios baseados em
tratamentos supressivos, estéticos, ou ainda oportunisticos, este ultimo visando conciliar o
momento de vacinacdo ou pesagem dos animais para serem concomitantemente tratados.
Enquanto o mais correto seria observar os sinais de incomodo do gado, para entdo tratar de
forma tatica, caso os animais manifestem necessidade imediata de tratamento, ou de forma
estratégica, caso possa haver o planejamento do tratamento, para o inicio e fim da época de
chuvas (BARROS, 2005).

A resisténcia mostra-se como uma realidade numa vasta quantidade de ectoparasitos de
importancia econdmica, e com a reducdo da eficacia de produtos disponiveis, uma maior perda
de producdo configura-se em um cenario de dificil e onerosa reversao (BARROS, 2004). A
resisténcia, uma vez desenvolvida na populacdo, é irreversivel e com manejo complexo, e,
muito embora a reducdo deva ocorrer caso essa base quimica ndo seja mais utilizada durante
alguns anos, a ela ndo desaparece completamente da populacdo, se fazendo presente
rapidamente caso o inseticida ou outro da mesma base seja reutilizado (BARROS, 2005).

Segundo Barros (2005), os piretroides sdo a classe inseticida mais representativa do
mercado, seja sozinha ou em associa¢des, uma vez que 0s piretroides estdo presentes em trés
de cada quatro produtos indicados no controle da mosca-dos-chifres e, consequentemente, a
classe mais empregada para o controle da mosca no pais.

Pelo menos uma década ap06s o inicio do controle quimico baseado principalmente em
produtos contendo piretroide, estudos em larga escala indicam que hd uma ampla resisténcia a
piretroides em populagbes de mosca-dos-chifres em todo o Brasil, tornando-se uma
preocupacdo nacional e um problema critico na rotina de produtores, porém as praticas de
controle adotadas por eles, assim como um mercado dominado por produtos contendo
piretréides tem caminhado em direcéo a resisténcia. (BARROS et al., 2012)

O estabelecimento da resisténcia nas populacdes parasitarias ocorre em virtude de
mutacdes genotipicas, que as tornam independentes da pressdo de selecdo de resisténcia
exercida pelas bases quimicas. O processo da pressdo de selecéo inicia-se com a utilizacao de
um parasiticida no controle de determinada populacdo, fazendo com que os individuos mais
sensiveis sejam eliminados, selecionando uma frequéncia de genoétipos que determinam a
resisténcia nessas populagdes, determinando o desenvolvimento da resisténcia & base quimica
utilizada. Finalmente, a resisténcia se desenrola com a continuidade da utilizacdo da base
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quimica associada ao aumento na frequéncia de gendtipos resistentes na populacdo que se
traduzem em reducdo de eficacia do produto em questdo assim como dos niveis de controle
parasitario (BRITO et al., 2014).

Em 1991, avaliou-se a susceptibilidade de populagdes de H. irritans a organofosforados
e piretroides no estado de Sdo Paulo, logo apds a introducdo e estabelecimento do parasito no
Estado e o uso indiscriminado dos agentes inseticidas, Seja sob a forma de “pour on” ou
pulverizacdo e puderam concluir que as populacGes presentes naquela época foram bastante
sensiveis a piretréides e organofosforados. Além disso, quando utilizou-se uma dose inferior de
piretroide aquela preconizada como carrapaticida, observou-se resultados satisfatorios,
inclusive com relacdo ao periodo residual (GRISI; SCOTT, 1991). Entre 1991 e 1992, houve
nova confirmacdo de susceptibilidade de populagGes de H. irritans aos piretrdides e os
organofosforados no estado de Séo Paulo (SCOTT; COUMENDOUROS; GRISI, 1994).

De 2000 a 2003, avaliou-se a susceptibilidade de H. irritans aos inseticidas piretroides
(permetrina e cipermetrina) e organofosforado diazinon em 14 estados e 78 municipios do
Brasil em 154 populag6es de moscas divididos entre as cinco regides. A permetrina foi utilizada
apenas em 2000, substituida por cipermetrina nos anos seguintes. As populacdes de moscas
investigadas eram compostas por 96,67 % de moscas resistentes a permetrina no primeiro ano
e, 98,46 % resistentes a cipermetrina nos anos posteriores. Todas as populacdes das regides
nordeste e sudeste foram resistentes a pelo menos um dos dois piretréides testados, com uma
frequéncia de resisténcia também bastante alta na regido Centro Oeste (98,48 %) e na regido
Norte (94,12 %) do pais, e com a maioria das populacfes altamente susceptiveis ao diazinon,
demonstrando uma resisténcia generalizada e bem estabelecida de H. irritans no Brasil frente
aos piretroides e susceptibilidade das populacdes ao organofosforado diazinon (BARROS et
al., 2012).

Entre 2000 e 2001, verificou-se a susceptibilidade de populacdes de H. irritans ao
diazinon em 18 propriedades de 10 municipios de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e todas
as populacdes testadas mostraram um elevado nivel de sensibilidade, que poderia ser explicado
pelo pouco uso de organofosforados e a presenca de resisténcia ao piretréide, indicando que
esta molécula ou qualquer outra desta classe poderia ser utilizado no controle da mosca-dos-
chifres e no manejo da resisténcia, particularmente em populacGes resistentes aos piretroides
(BARROS et al., 2002).

De abril de 2001 a dezembro de 2002 realizou-se um diagndstico da suscetibilidade da
mosca-dos-chifres a piretrdides e organofosforados em distintos municipios nos estados de
Alagoas, Bahia e Sergipe, totalizando 23 propriedades, localizadas em 12 municipios, nos trés
estados. Houve elevada suscetibilidade da mosca-dos-chifres frente ao diazinon nestas regides.
Com relacédo a permetrina, 75 % das propriedades avaliadas no presente estudo ja estariam
apresentando problemas no controle da mosca caso fossem utilizados produtos com essa base,
porém, a resisténcia aos piretréides tornou-se mais evidente nos ensaios biologicos realizados
com cipermetrina, que evidenciaram a ocorréncia de elevados niveis de resisténcia em todas as
populacOes testadas, e os principios ativos principalmente utilizados foram cipermetrina e
deltametrina, ambos piretroides, utilizados em 88,46 % e 80,77 % das propriedades,
respectivamente. Dentre os inseticidas organofosforados, os que se destacam séo o diclorvos
(42,31 %), presente apenas em associa¢fes com piretroides, seguido do triclorfon (26,92 %) e
diazinon (23,08 %). A significativa utilizacao de produtos organofosforados nas propriedades
resulta da ampla resisténcia ja desenvolvida aos piretrdides e da consequente necessidade de
substituir os produtos (piretréides) em uso (OLIVEIRA; AZEVEDO; MELO, 2006).

Em 2003, avaliou-se a susceptibilidade de populagdes de H. irritans a inseticidas em 16
propriedades rurais em Goias, Tocantins e Distrito Federal e obteve-se como resultado que 62,5
% das populacdes testadas foram resistentes aos piretroides, representados por permetrina e
cipermetrina, sendo que 100 % destas foram susceptiveis para organofosforados. Os autores
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alertam para a falta de conhecimento ou mesmo de critério no controle da mosca-dos-chifres,
havendo necessidade de conscientizar os produtores quanto as formulacdes, vias de aplicacéo
e frequéncia de utilizacdo de produtos inseticidas, buscando a preservagdo das classes
inseticidas eficientes enquanto ainda existentes (SAUERESSING; BARROS, 2003).

Entre 2012 e 2014, objetivou-se avaliar a resisténcia de populagdes de H. irritans a
piretroides e organofosforados em bovinos de corte no estado de Sdo Paulo, avaliando-se 17
propriedades. Demonstrou-se uma baixa frequéncia de alelos de resisténcia nas populacgdes de
mosca-dos-chifres estudadas, além de uma alta susceptibilidade de H. irritans aos inseticidas
organofosforados (OLIVEIRA et al., 2015).

Brito et al. (2014) avaliaram os fatores de risco associados a resisténcia a pesticidas em
populagdes de mosca-dos-chifres no estado de Ronddnia, com um levantamento dos fatores de
risco realizado na forma de entrevistas aos proprietarios de rebanhos de bovinos e bubalinos.
Percebeu-se que a principal necessidade de utilizagdo de produtos quimicos seria para o
controle de carrapato, realizado com frequéncia maior que 6 vezes ao ano em pelo menos 50 %
das propriedades avaliadas, podendo chegar a 26 tratamentos anuais em algumas propriedades.
Tal fato alerta para uma situacdo preocupante, a determinagdo da pressdo de selecdo intensiva
pelo uso continuo, traduzido pela ineficicia das bases utilizadas no controle da populacéo de
carrapato. Os autores ressaltam ainda que a base quimica utilizada por mais de 70 % dos
fazendeiros entrevistados foi o piretroide e, durante a época de maior infestagdo por carrapatos,
coincidente com a época de maior parasitismo por H. irritans, 15 % tratavam o gado
semanalmente e 25 %, quinzenalmente. Com a avaliacao do fator de resisténcia para piretroides
em amostras de adultos de H. irritans das propriedades avaliadas, mostrou-se que, no momento,
82 % das propriedades demonstram ser susceptiveis a pesticidas piretroides, levando a
conclusdo que o desenvolvimento da resisténcia da populacdo de mosca-dos-chifres das
propriedades avaliadas estd sendo desencadeado pelo mau uso das bases quimicas pelos
produtores.

Em 2014, avaliou-se a susceptibilidade da mosca-dos-chifres aos pesticidas
organofosforados utilizando-se diazinon em 10 propriedades de diferentes microrregides de
Rond6nia. Adicionalmente, pode-se observar o mau uso dos produtos endectocidas, assim
como a utilizacdo de até trés produtos de classes farmacoldgicas diferentes utilizados de forma
concomitante no gado, além do critério de conveniéncia adotado pelo produtor para o
tratamento do gado, como na época de vacinacgdes. As populagdes de H. irritans mostraram-se
altamente susceptiveis aos organofosforados, reforcados pela auséncia de infestagbes em
propriedades onde os rebanhos utilizam brincos impregnados com esses pesticidas, que parece
ser uma tendéncia no controle de mosca-dos-chifres em Ronddnia. Recomenda-se ainda, no
sentido de prolongar a eficicia, que o uso de brincos impregnados com organofosforados
somente sejam utilizados em niveis de infestacdo acima de 300 moscas/animal e que as bases
sejam rotacionadas anualmente, a fim de retardar o processo de resisténcia (BRITO et al.,
2014).

Desde muito cedo, muitas dificuldades tem sido encontradas no controle de insetos
nocivos e as duas principais sdo: o efeito excessivamente amplo e persistente dos inseticidas,
toxicos ndo apenas para o alvo que se destinam, mas também para outros insetos, juntamente
com a persisténcia desses inseticidas no meio ambiente, que podem ser passados pela cadeia
alimentar, apresentando um perigo para outros organismos, inclusive o homem; a segunda
dificuldade ocorre por causa de uma notavel habilidade que os insetos tem demonstrado de
desenvolver resisténcia aos pesticidas (WILLIAMS, 1967).
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2.4. Insect Growth Regulator (IGR) ou Regulador do Crescimento de Insetos

O termo insect growth regulator (IGR) foi designado para descrever uma nova classe de
compostos bio-racionais (STAAL, 1975), ou seja, quimicos a base de plantas levemente
alterados ou moléculas produzidas ap6s produtos naturais, com propriedades resultantes bem
similares ao composto natural. Da mesma forma, moléculas semelhantes aos quimicos
baseados em micro-organismos também sdo consideradas bio-racionais (DEBOUN;
FRANCES; STRICKMAN, 2014).

Os pesticidas de terceira geracdo, como 0s IGR assim foram chamados por Williams
(1967), surgiram de duas dificuldades existentes ja naquela época, onde uma delas eram 0s
pesticidas desenvolvidos até aquele momento, que possuiam efeitos muito amplos e tdxicos ndo
somente para 0s parasitos, mas também e, principalmente, para outros insetos. Mais ainda, por
persistirem no meio ambiente e, algumas vezes, acabarem sendo passadas pela cadeia alimentar
apresentando perigo para outros organismos, incluindo o homem. A outra dificuldade era de
que os insetos ja estariam demonstrando uma forte habilidade em desenvolver resisténcia aos
pesticidas (WILLIAMS, 1967).

Dessa forma, por causa do aumento da demanda publica por tecnologias mais seguras,
implicando em modos de a¢do mais seletivos, assim como os que reduzissem 0s riscos para
organismos que ndo fossem alvo do controle, para 0 meio ambiente e para 0s seres humanos,
houve o aumento dos esforcos na pesquisa por moléculas com diferentes mecanismos de acao,
por 6rgdos-alvo alternativos no inseto e com abordagens totalmente diferentes de controle. Os
IGR, na sua grande maioria, preenchem esses requisitos, pois abordam outros érgdos alvos que
ndo o sistema nervoso central, exibindo uma maior atividade e mostrando um perfil muito mais
seguro por agirem, principalmente, no desenvolvimento embrionario larval e ninfal,
interferindo na metamorfose e reproducdo (GRAF, 1993).

Os IGR tem como caracteristica marcante ndo causar a morte do parasito alvo
diretamente, mas sim interferéncia no seu crescimento e desenvolvimento, atuando
principalmente nos estagios imaturos (TAYLOR, 2001). Por isso, em muitos casos, 0s IGR véo
precisar de mais tempo para reduzir a populacdo de insetos, quando comparado aos inseticidas
convencionais e, as vezes, terdo que ser usados em combinagdes com adulticidas para alcancar
um efeito imediato “knock-down” (GRAF, 1993). Assim sendo, ndo sdo os mais adequados,
quando empregados isoladamente, para o rapido controle de uma populacdo de adultos de
insetos ja bem estabelecida. Porém, quando o parasito exibe um claro padrdo sazonal, a
utilizacdo de um IGR pode ser realizada antecipadamente a época de maior desafio como uma
medida preventiva (TAYLOR, 2001).

O primeiro efeito dos IGR e também o mais observado em insetos € uma morfogénese
anormal do tegumento, geralmente irreversivel. Muitas espécies produzem formas extra larvais,
ninfais e pupais em resposta a exposi¢do aos IGR, onde tornam-se gigantes, mas com formas
guase perfeitas em uma escala intermediaria entre forma imatura e adulta do inseto. Além do
mais, o periodo de maior sensibilidade para inibicdo da metamorfose é o ultimo estagio larval
ou ninfal (e a pupa em holometabolico). E, a intensidade e a caracterizagdo da resposta
dependerdo da especie, da escolha do momento da aplicacdo, da dose, do modo de
administracdo, do tipo de composto. Holometabdlicos, em especial, parecem possuir uma
grande habilidade para compensar suas super larvas através de uma rediferenciacdo mais
extensa e com capacidade variavel para postergar temporariamente a pupagéo quando expostas
ao hormonio juvenil (STAAL, 1975).

O crescimento e o desenvolvimento dos insetos sdo muito bem orquestrados por
horménios e qualquer interferéncia na homeostase de um ou mais desses horménios, seja por
origem enddgena, seja por fontes exdgenas, como o0s analogos sintéticos (agonistas ou
antagonistas) poderia resultar na interrupcdo e/ou crescimento e desenvolvimento anormal do
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inseto alvo (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998). Por isso, para que haja melhor
entendimento da classe dos IGR, precisamos entender o processo de metamorfose, 0s
hormdnios envolvidos e a regulacdo enddcrina relacionada ao crescimento e desenvolvimento
dos insetos.

2.4.1. Metamorfose dos insetos

A estratégia de vida mais amplamente utilizada na historia da evolugédo dos animais € a
metamorfose. As marcadas diferencas entre as formas larvais e adulta permitem que os estagios,
como sdo denominados os periodos entre as mudas (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012),
explorem diferentes habitats e fontes de alimento, além de garantir elevado grau de adaptacao
de um estagio para um papel particular, como a dispersdo. Insetos com metamorfose completa
(holometabdlicos) como as moscas, tem os estagios larval, pupal e adulto bastante diferentes,
fato que permite-lhes poder separar 0s recursos necessarios para o crescimento daqueles
necessarios para a reproducdo, além de possuirem um ciclo de vida bem répido (TRUMAN;
RIDDIFORD, 1999).

Até o inicio do século XX, os bidlogos acreditavam que 0s insetos ndo secretavam
horménios pois, apos castracdo, suas caracteristicas sexuais secundarias ndo eram afetadas.
Porém, em 1917, Stephan Kope¢ demonstrou, atraves de manobra cirdrgia, que a metamorfose
dos insetos era realizada sob o controle hormonal cerebral. Apds a metade do século XX, as
descobertas na endocrinologia dos insetos avancaram e mostratam o classico esquema de
regulacdo hormonal conhecido atualmente (SUBRAMANYAM; HAGSTRUM, 2012).

A metamorfose é acompanhada por perda periédica ou muda do exoesqueleto e ocorre
mediada por hormonios, onde destacam-se: hormdnio pro-toracico (PTTH), ectisona ou 20-
hidroxiectisona (20E) e hormonio juvenil (JH). Embora haja diferencas especificas entre os
mecanismos da metamorfose entre as espécies, sabe-se que esses trés horménios atuam
concomitantemente (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

O processo de muda € iniciado pelo aumento nos titulos de 20E e torna-se completo com
o declinio dos titulos de 20E e a subsequente liberacdo do hormonio da eclosdo (DHADIALLA,
CARLSON; LE, 1998).

Células neuroendocrinas produzem o neuro-horménio PTTH, que € liberado por
exocitose e carreado pela hemolinfa até o térax, onde estimula as glandulas pro-torécicas a
secretarem ectisona que, convertida em 20-hidroxiectisona, atuara no tecido-alvo de sua
preferéncia, a epiderme, localizada logo abaixo da cuticula, estimulando a secrec¢ao de enzimas
que digerem a cuticula velha e sintetizam uma nova (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Enquanto a larva se prepara para sofrer a muda larval, a alimentagdo cessa. Com o
aumento dos titulos de 20E, a epiderme se separa da velha cuticula e o espaco ecdisial resultante
é preenchido com fluidos da muda que contém enzima quitinolitica inativa para ser utilizada na
digestdo da velha cuticula. Nesse meio tempo, as células da epiderme se reorganizam para uma
macica sintese proteica, assim como secre¢do de nova epicuticula e cuticula. Uma vez que 0s
titulos de 20E comegam a declinar, as enzimas do fluido da muda s&o ativadas para digerir a
précuticula (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998).

Imediatamente ap0s, o fluido da muda € reabsorvido e o curtimento pré-ecdisial da nova
cuticula ocorre. Finalmente, quando os titulos de 20E declinarem até o nivel basal, o escape da
velha cuticula (ecdise) inicia-se por liberacdo de peptideos, hormonio da eclosdo e hormonio
do desencadeamento da ecdise (ETH), que agem juntos para garantir o completo sucesso da
muda. A alimentacdo entdo é retomada e deposi¢do endocuticular continua durante o periodo
entre as mudas (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998).

O JH é liberado pelas células do corpo alado no cérebro e tem por objetivo manter as
caracteristicas juvenis (imaturas) nos insetos em desenvolvimento, prevenindo a metamorfose
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a cada muda larval. Sendo assim, quando o 20-hidroxiectisona age sobre epiderme e 0s niveis
hemolinfaticos de hormdnio juvenil estdo altos, o inseto muda para outra forma, uma forma
juvenil grande. Durante o periodo de alimentacdo entre as mudas, JH também é necessario para
a manutencdo da proliferacdo isomorfica dos discos imaginais, que sdo tecidos epiteliais
desenvolvidos durante o primeiro estigio do ciclo de vida dos insetos holometabolicos e,
finalmente, ddo origem as principais partes do corpo como olhos, asas, pernas e genitalia
(TRUMAN et al., 2006).

Quando ectisona atua na auséncia de JH, causa a cessacao da alimentacéo e o inicio da
busca de um lugar para pupacdo (RIDDIFORD, 1976, 1978). No ultimo estdgio de larva, o
corpo alado torna-se inativo e quando a ectisona € liberada, inicia-se a proxima muda com 0s
niveis de hormdnio juvenil baixos ou inexistentes. Nesse momento, a epiderme comegara a
produzir estruturas de pupa. Em insetos holometabdlicos, a ectisona é secretada novamente no
final da pupagdo e, como o hormdnio juvenil ndo estd presente, a 20-hidroxiectisona
desencadeia a metamorfose para a forma adulta (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). No
estagio adulto, 20E e JH desempenham papel na regulacdo da maturacdo reprodutiva
(DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998).

E, para concluir, os IGR incluem vérias classes quimicas com diferentes modos de agéo,
tendo sido entdo divididos, de acordo com a caracteristicas de a¢do, em quatro grupos: 0S
inibidores da sintese de quitina, os derivados da triazina, os agonistas ndo esteroidais da ectisona
ou compostos aceleradores da muda dos insetos e os analogos ou miméticos do horménio
juvenil (GRAF, 1993; STAAL, 1975) (BAKLI et al., 2016; DHADIALLA, 2012;
DHADIALLA; LLC, 2005; NAKAGAWA, 2005).

2.4.2. Inibidores da sintese de quitina

A quitina é um complexo amino polissacarideo responsavel por formar os elementos de
suporte nas estruturas extracelulares, principalmente no exoesqueleto dos insetos, além de ser
o principal componente do complexo quitinoproteico da cuticula. Sendo assim, qualquer
interacdo com a sintese ou deposicdo de quitina oferece um meio potencial para o controle do
desenvolvimento dos insetos no momento da muda. Muitas substancias quimicas sao
conhecidas como inibidores da sintese de quitina, agindo na “membrane-bound chitin
synthetase”, que é a enzima chave na formacdo de quitina ou na fase de polimerizacdo
(COHEN, 1987).

As Benzilfenilureias (BPU’s) s&o os inibidores da sintese de quitina que mais foram
introduzidos para o controle de ectoparasitas na Veterinaria (TAYLOR, 2001). O seu potencial
para inibicdo da sintese de quitina foi descoberto quase por acidente na rotina de
desenvolvimento de novos herbicidas e, por causa disso, muitos esforgos foram feitos para o
desenvolvimento do primeiro agente BPU comercial para o controle dos insetos, o
diflubenzuron, que além de ter sido utilizado primeiramente na agricultura, em pastagens, para
controle de pragas associadas aos prejuizos nas lavouras, também é utilizado atualmente para
promover a salde animal, controlando moscas como a Musca domestica, Stomoxys calcitrans
e H. irritans, seja por aplicacdo tdpica no esterco das vacas, por via oral na alimentagéo ou por
liberacdo lenta em bolus nos bovinos, além de também ser utilizada no controle de piolhos e
moscas varejeiras (GRAF, 1993) e outros parasitos e vetores, como o Aedes aegypti (BORGES
et al., 2004; MARTINS; DA SILVA, 2004).

Os BPU’s atuam nos estagios larvais, tornando-os inabilitados a sobreviver a proxima
muda. A atividade ovicida também é alcancada através da inibicdo da deposi¢do de quitina
durante o desenvolvimento larval (GRAF, 1993).

Kunz et al. (1977) testaram o potencial de diflubenzuron em controlar a populacgdo de
campo de mosca-dos-chifres em bovinos. Os animais foram tratados com solucdo de 0,5 % e
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1,0 % de diflubenzuron por via tdpica na quantidade de 2 litros/animal, ovos foram recolhidos
e incubados em fezes tratadas ou ndo, coletadas do campo. O acompanhamento dos estagios do
parasito foram realizados, obtendo-se como resultado a inibicao da reproducéo das moscas ap6s
o0 tratamento, com efetividade superior nos animais tratados com a dose de 1 %, além da
comprovacdo da morte de larvas de primeiro estagio criadas nas fezes de animais tratados,
levando a conclusdes de que diflubenzuron administrado por pulverizacdo foi efetivo em
prevenir o desenvolvimento da mosca-dos-chifres no campo, determinando assim uma nova
dimensdo para no seu controle.

Dell'Porto et al. (2012) avaliaram a eficacia de formulacdo comercial de diflubenzuron
a 25 % no controle de H. irritans, misturado ao sal mineral na dosagem de 0,5 g/kg, com
ingestdo média diéria de 70 g por animal. De acordo com os resultados obtidos no estudo in
vitro, a eficécia foi de 98,83 % e 99,20 % em estudo de campo. Com base nos resultados, 0s
autores afirmam que o produto pode ser indicado como alternativa para o controle desse
ectoparasito.

Tfouni et al. (2013), utilizando o diflubenzuron a 3,0 % por via oral, estimando consumo
médio diario de 30 g por animal, promoveram um estudo para a determinacdo de residuos no
leite e tecidos (figado, rins, gordura e masculos) de bovinos e puderam concluir que, na dose
recomendada pelo fabricante para promover efeito inseticida, o produto € considerado seguro
para a presenca de residuos de diflubenzuron.

Andreotti et al. (2015) avaliaram a efetividade de diflubenzuron no controle de R.
microplus a campo e, embasados pela biologia e histologia dos carrapatos realizadas no periodo
do estudo, puderam afirmar que diflubenzuron 3,0 %, consumido numa média diaria de 30 g
por animal, ndo afeta o desenvolvimento dos carrapatos que sobreviveram a fase parasitaria e
o efeito do tratamento somente poderia ser observado na larva de carrapato e com eficécia de
aproximadamente 54,6 % de protecdo quando utilizado no sal mineral. Os autores também
sugerem que diflubenzuron seja associado a outro tratamento acaricida para que eleve as taxas
de eficéacia no controle de carrapatos.

O sucesso de diflubenzuron gerou o interesse das inddstrias farmacéuticas, levando ao
desenvolvimento de muitos outros BPUs e, por causa disso, tem-se significante quantidade de
produtos com essa atividade IGR disponiveis no mercado (GRAF, 1993).

Um BPU que foi desenvolvido especificamente para o uso veterinario e atua no controle
de pulgas em cées e gatos, chama-se lufenuron, comercialmente conhecido como: Program® e
Program Plus®, este Gltimo em associa¢do com uma lactona macrociclica (GRAF, 1993).

DEAN et al. (1998) estudaram o modo de acdo de lufenuron em larvas de pulga dos
gatos, Ctenocephalides felis felis. Como resultados, comparando-se larvas saudaveis de
primeiro instar e larvas tratadas com lufenuron, observou-se que a morte resultou por muda
incompleta ou sangramento da cuticula lesada que se apresentava dissecada e, muitas vezes,
com exoesqueleto rompido e vistas frequentemente arrastando meio larval na parte traseira do
abdémen, preso a hemolinfa que extravasava. Micrografias eletrdnicas da estrutura cuticular
das larvas do grupo controle mostraram uma cuticula composta por trés camadas bem definidas:
a epi, exo e endocuticula, com poros abundantes, enquanto que as larvas tratadas com lufenuron
possuiam as camadas epi- e exocuticulares semelhantes as encontradas no grupo controle com
canais abundantes na cuticula.

Entretanto, em muitas das larvas tratadas, a camada endocuticular consistia em uma
lamina de microfibrilas de quitina pequena e parcialmente formada, presenca de material
amorfo e microfibrilas caidas sem qualquer orientacdo. J& em outras larvas tratadas, havia a
formacdo da endocuticula normalmente durante o primeiro instar, mas eram incapazes de
dissolve-la e formar uma nova cuticula apds apolise. E, finalmente, comparativamente com os
insetos do grupo controle que secretaram bastante gel de muda no espago exuvial, os insetos
tratados com lufenuron secretaram pouco gel de muda comprometendo a digestdo da velha
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endocuticula, além do conteudo citoplasméatico das células da epiderme terem sido
significativamente reduzidos nas larvas tratadas, mesmo que a membrana plasmatica parecesse
estar intacta e algumas células contivessem nucleo, o numero de ribossomos, microtubulos,
mitocOndrias e outras organelas citoplasmaticas foram grandemente reduzidas.

Em outro estudo, Dean et al. (1999) contribuiram mais uma vez para o entendimento do
modo de acdo de lufenuron. Desta vez, em adultos de C. felis alimentados com diferentes
concentracOes de lufenuron adicionados a dieta. Neste estudo, houve mortalidade durante todo
0 periodo de execucdo, que se apresentou de forma crescente a medida que a concentracdo de
lufenuron e o tempo de exposi¢cdo aumentaram. Sec¢des histoldgicas de adultos tratados com
0,5 ppm de lufenuron mostraram que a cuticula foi o principal tecido afetado pelo tratamento.
Apos o terceiro dia de tratamento, a cuticula das pulgas do grupo controle eram uniformes e
possuiam camadas continuas de microfibrilas de quitina enquanto que a das pulgas alimentadas
com 0,5ppm de lufenuron continham depésitos de proteina amorfa com matriz de microfibrila
interrompida.

A micrografia eletrdnica demonstrou que, apesar da exocuticula dos insetos do grupo
controle e dos grupos tratados terem sido similares em espessura, a cuticula das pulgas tratadas
com 0,5 ppm estava desorganizada com inclusdes proteindceas, enquanto que as pulgas tratadas
com 1,0 ppm possuiam apenas uma camada laminar comparada com as 13 horas camadas
laminares das endocuticulas do grupo controle. Além disso, as células epidermais dos insetos
tratados estavam degeneradas e possuiam uma quantidade de citoplasma epidermal menor que
a do controle. Como efeito o adicional do tratamento com lufenuron, houve inibicdo da
diferenciacdo das células epiteliais do intestino delgado. Levando a conclusédo de que lufenuron
causa mortalidade de pulgas adultas, além de outras alteragdes morfoldgicas in vitro.

Nishida et al. (1995) avaliaram o potencial de lufenuron administrado por via oral na
desinfestacdo de cées e gatos artificialmente infestados com C. felis. Em dose Unica de 15, 30
ou 60 mg/kg para gatos e 5, 10 ou 20 mg/kg para caes. Em gatos, a emergéncia de pulgas adultas
foi intensamente prevenida por 30 dias na dose de 15 mg/kg e por 40 dias nas doses de 30 e 60
mg/kg. J& em cdes, a dose de 10 mg/kg foi capaz de prevenir completamente o desenvolvimento
de pulgas.

Franc e Cadiergues (1997) avaliaram a eficacia de uma formulagdo injetavel de
lufenuron para o tratamento em dose unica de gatos artificialmente infestados por C. felis.
Foram utilizadas duas dosagens, 5 mg/kg e 10 mg/kg por via subcuténea e a efetividade para as
ambas dosagens foram maiores que 90 % até cinco semanas apds o tratamento, maiores que 95
% até nove semanas apos tratamento e maiores que 98 % até treze semanas apds o tratamento
e puderam concluir que a administragdo em dose Unica por via subcutdnea em gatos foi eficaz
em controlar a populacdo de pulgas em gatos por mais de vinte e seis semanas, evitando
inclusive a reinfestacdo durante esse periodo.

Blagburn et al. (1999) realizaram um estudo cujo objetivo principal era identificar a
mais baixa dose de lufenuron administrada por via subcutanea que resultasse em 90 % de
interrupcao do ciclo de vida de C. felis por até 6 meses em gatos jovens. Utilizou-se as doses
de 2,5; 5; 10 ou 20 mg/kg e, apds observacdo dos resultados, nas doses de 10 ou 20 mg/kg
houve reducao de 90 % do nimero de pulgas adultas emergentes dos ovos dos animais dos dois
grupos tratados, por 196 dias ap0s o tratamento, concluindo que uma formulagéo injetavel pode
prover para veterinarios e proprietarios de gatos uma alternativa eficaz para o tratamento.

Salokhe et al. (2012) avaliaram a eficacia de lufenuron no controle de Aedes aegypti em
ensaios de campo simulados e, ap0s todos os experimentos terem revelado que a molécula ndo
somente afeta a prevaléncia sobre as larvas, como também induz o desenvolvimento de adultos
anormais. Esses resultados levaram os autores a concluirem que lufenuron promove uma
atividade residual substancial contra as larvas de A. aegypti e também possui excelente
potencial para o seu controle com uma atividade residual significante nos sitios de criagéo.
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Bull et al. (1996), citando Kemp (1990), chamaram atencdo para o destaque da molécula
de fluazuron no controle de carrapatos do género R. microplus, também uma benzil fenil ureia,
um novo principio ativo de uma formulagdo pour on. (ACATAK® pour-on, Ciba Geigy,
Australia) que se tornou o primeiro regulador de crescimento acaricida registrado para o
controle de ixodideos e que em quantidade extremamente baixa inibe a formagéo da quitina em
R. microplus através da inibicdo de enzimas especificas envolvidas no processo da muda.

O fluazuron tem caracteristicas lipofilicas se ligando fortemente a gordura, entre elas, a
do leite. Vacas lactantes que foram tratadas com fluazuron promoveram a excrecdo deste
farmaco na gordura do leite, proporcionando uma protecdo parcial para o bezerro lactante sem
necessidade de tratamento direto. Porém, como resultado da persisténcia do agente quimico no
tecido gorduroso das vacas tratadas, deve haver um periodo de 6 semanas de espera para 0
consumo da carne por humanos (BULL et al., 1996).

Bull et al. (1996) realizaram trés estudos de Campo com o objetivo de validar os efeitos
supressivos de Fluazuron nas populacGes de carrapato sob uma variedade de manejos e
condigdes ambientais, utilizando a dose de 1,5 mg/kg, com o volume de 3 ml/50 kg de peso
corporal, aplicado por via topica pour on. Em todos os estudos, pode se observar uma protecédo
estendida contra R. microplus por mais de 12 semanas, concluindo-se que o tratamento
antecipado ou sucessivos tratamentos causam efeitos supressivos na populagéo de forma nunca
vista anteriormente, inibindo a producdo de ovos viaveis de fémeas ingurgitadas, reduzindo
assim a contaminacao do pasto.

Martins et al. (1995) avaliaram o desempenho de fluazuron sobre o desenvolvimento do
carrapato R. microplus, nas dosagens de 1 e 2 mg/kg, empregado através de formulacdo "pour-
on", em bovinos mantidos a campo e infestados experimentalmente. Puderam concluir que até
os 14 dias da aplicacdo do produto, embora 0 numero médio de carrapatos tenha diminuido,
ndo houve um controle eficaz em nenhuma das duas dosagens, porém, grande parte dos
carrapatos presentes apresentaram alteragdes morfologicas. Ademais, a dosagem de 2 mg/kg
demonstrou melhor controle do que a de 1 mg/kg, porém, sugere-se que, como 0 produto
avaliado ndo apresenta uma agdo imediata nos estagios adultos presentes nos animais a serem
tratados, necessita ser utilizado de uma maneira diferenciada dos produtos carrapaticidas até
entdo tradicionalmente usados.

Calligaris et al. (2013) avaliaram a eficacia de fluazuron e seus efeitos em ninfas de R.
sanguineus alimentadas em coelhos em diferentes doses (20, 40, 80 mg/kg) e os achados
demonstraram que afetou ninfas de R. sanguineus, causando mudangas morfologicas que
comprometeram total ou parcialmente o desenvolvimento corporal e a emergéncia de adultos
apos o periodo de ecdise, sugerindo que o IGR pode ser utilizado para o controle deste estagio
do ciclo bioldgico deste carrapato.

Oliveira et al. (2013) avaliaram as mudancas na formacao do tegumento e do processo
digestivo de ninfas de R. sanguineus alimentadas em coelhos tratados com diferentes doses do
IGR e puderam verificar a interferéncia no tegumento e nas células do intestino delgado,
prejudicando a polimerizacgdo de novas cuticulas e o processo de absorcéo e digestdo do sangue
do hospedeiro, prevenindo o desenvolvimento do estagio e a emergéncia de adultos ap6s o
periodo de ecdise, indicando a possibilidade do uso deste IGR para controlar esse estagio
bioldgico.

Novaluron também é uma fenil benzil ureia da classe dos IGR com caracteristicas
estruturais que garante maior solubilidade em solventes organicos que os demais. O
metabolismo em ruminantes tem como metabolitos o proprio novaluron inalterado, sendo que
mais de 90 % do produto é eliminado via fezes e os outros metabdlitos, eliminados via fezes e
urina (SOUZA, 2009).

Avaliou-se laboratorialmente a eficacia de novaluron aplicado diretamente no esterco
bovino para o controle de larvas de H. irritans, M. domestica e S. calcitrans. Avaliou-se se a
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localizagéo da colocagdo do produto (sobre o esterco, no meio do esterco ou na parte inferior
do esterco) seria capaz de influenciar a eficacia, chegando-se a conclusdo que novaluron
formulado como grénulo e aplicado no esterco bovino foi eficaz contra as larvas das trés
espécies de moscas em testes laboratoriais, e a colocacdo do produto no meio e na parte inferior
do esterco afetou mosca-dos-chifres e moscas domesticas em seus desenvolvimentos reduzindo
a emergéncia de adultos destas moscas em numeros superiores a 90 %. Ainda, esta formulagéo
foi particularmente eficaz contra mosca dos estabulos com resultados superiores a 98 % de
reducdo de adultos emergidos (LOHMEYER; POUND, 2012).

Em estudos preliminares para o desenvolvimento de uma formulagéo transdérmica a
base de novaluron, Souza (2009) realizou testes de solubilidade, cinética quimica, estabilidade
e metodologias analiticas validadas em tecidos animais como: musculo, rins, figado, gordura e
plasma e concluiu que a formulacédo transdérmica contendo novaluron a 5 % foi eficaz, em dose
Unica, contra o carrapato R. microplus. De modo comparativo, pode-se afirmar também que a
formulacdo contendo 5 % de novaluron no volume de 1 mL/20kg de peso vivo apresentou
desempenho similar ao produto comercial contendo fluazuron, aplicado no volume de 1
mL/10kg de peso vivo, correspondente a dose de 2,50 mg/kg de peso corporal.

Ferreira (2009) avaliou os efeitos de novaluron, inibidor da sintese de quitina sobre a
formacédo de larvas de A. aegypit e obteve resultados que indicam que o tratamento das larvas
com novaluron proporcionaram a diminuigdo do conteudo de quitina das larvas de forma dose-
dependente.

Ainda h& inibidores da sintese de quitina como flucycloxuron, flufenoxuron,
hexaflumuron, noviflumuron, triflumuron, entre outros, empregados no controle de pragas
agricolas (DHADIALLA, 2012).

2.4.3. Derivados da triazina/pirimidina

A ciromazina, composto quimico derivado da triazina (LEVOT, 2012) foi descoberta
em meados dos anos 70. Como IGR, seu mecanismo de acdo permanecia desconhecido até 2000
(BEL; WIESNER; KAYSER, 2000), mas Chen et al. (2006) mostraram que ha um gene
implicado nos caminhos de resposta do DNA danificado com alelos ciromazina resistentes e
que apesar do alvo ainda ser um mistério, os recentes estudos evidenciariam o envolvimento do
metabolismo do DNA.

Tem sido utilizado em ovelhas e cordeiros para prevenir infestacbes por larvas de
Calliphoridae, assim como no controle de outros dipteras como M. domestica, mosquitos, entre
outros insetos. Uma particularidade desse IGR € a pouca ou nenhuma atividade contra a miiase
jainstalada, por isso essa substancia tem sido usada profilaticamente (GRAF, 1993).

Normalmente, os ovos sdo postos nas ovelhas tratadas, as larvas eclodem, comecam a
ingerir ciromazina junto com o tecido e fluidos corporais, que atuara impedindo a mudancga para
0 segundo instar e, como consequéncia, a interrupg¢ao do ciclo evolutivo e o abortamento da
infestacdo. Protecdo esta que decresce durante o desenvolvimento da larva, podendo cessar para
larvas de terceiro estdgio (GRAF, 1993). Os efeitos da ciromazina na reproducdo e
consequentemente eclodibilidade e desenvolvimento larval em Lucilia cuprina foram
observados colocando ciromazina na agua de moscas adultas em concentracfes de até 100 ppm,
observando que ndo houve interferéncia na oviposicdo ou eclodibilidade, entretanto o
desenvolvimento das larvas subsequentes foi altamente inibido de forma dose dependente
(KOTZE, 1992).

Estudo in vitro realizado para avaliacdo da efetividade de ciromazina no controle de M.
domestica revelou que o composto possui boa efetividade nas larvas do inseto. A efetividade é
maior quando as larvas encontram-se nos estagios iniciais do que nos estagios finais do
desenvolvimento (EL-OSHAR et al., 1985).

22



Bloomcamp et al. (1987) alertaram para o potencial de ciromazina como uma valiosa
ferramenta a ser utilizada no manejo de pragas no esterco das poedeiras, mas que deveria ser
utilizada com prudéncia e moderagédo a fim de evitar o problema da resisténcia desenvolvida
com muitos inseticidas anteriores.

Acredita-se que um dos principais motivos para o desenvolvimento de populagdes de
M. domestica resistentes a ciromazina teria sido o uso indiscriminado pelos produtores de
galinhas poedeiras devido ao aumento da dificuldade em controlar esse vetor com inseticidas
tradicionais (EL-OSHAR et al., 1985).

H& diversos relatos ao redor do mundo compartilhnando casos de resisténcia de
populacdes de M. domestica envolvendo a ciromazina, EUA (SCOTT et al., 2000), Reino
Unido, (BELL; ROBINSON; WEAVER, 2010), Brasil (PINTO; PRADO, 2001), Argentina
(ACEVEDO; ZAPATER; TOLOZA, 2009). Demonstrou-se também a resisténcia de
populacbes de Lucilia cuprina, causadoras de miiases em ovelhas. Um dos paises onde esta
resisténcia foi recentemente detectada foi a Australia e, sequndo sugere o autor, as principais
causas da queda da performance da molécula seriam as aplicacbes em doses inadequadas e a
lixiviacdo ocorrida por conta de excessiva chuvas (LEVOT, 2012).

Graf (1993) relatou a descoberta de uma nova molécula, classificada como derivado da
pirimidina, dicyclanil, que aparentemente atuaria de forma similar a ciromazina, mas com uma
atividade in vitro mais efetiva que esta e que ao diflubenzuron, atuando com efetividade em
larvas de Calliphoridae em ovelhas com tempo de protecdo mais amplo.

Em estudo realizado na Holanda o dicyclanil foi capaz de reduzir 100 % da populacéo
de Lucilia caprina em cordeiros por um periodo de 16 semanas, proporcionando um longo
periodo de protecdo que pode permitir a reducdo do nimero de tratamentos requeridos para
proteger as ovelhas do ataque destas moscas durante toda a estacdo do verdo (SCHMID; VAN
TULDER; JUNQUERA, 1999).

Estudo de campo realizado por Bowen et al. (1999) na Australia testou um produto
pronto para o uso em spray com 5 % de dicyclanil na profilaxia de ataques de L. caprina em
carneiros da raca Merino e obteve como resultados que, tanto tendo sido aplicado tanto em
ovelhas tosquiadas quanto em lanadas, dicyclanil foi capaz de proteger os animais contra o
ataque de moscas por um periodo de até 20 semanas

Nottingham et al. (2001) avaliaram os efeitos de uma formulacdo comercial disponivel
para fazendeiros na Nova Zelandia e Australia contendo dicyclanil para protecdo de ovelhas
contra miiase, e puderam observar uma protecdo de até 12 semanas para as ovelhas lanadas e
até 19 semanas em ovelhas deslanadas, concluindo que esta formulacdo é uma ferramenta (til
para o controle da miiase em ovelhas. Segundo Schmid et al. (1999) mudancas nas condigdes
do tempo, particularmente chuvas, parecem néo influenciar na eficéacia de dicyclanil 5 % pour
on na profilaxia de miiase em cordeiros na Holanda. Em estudo recente na Australia, dicyclanil,
continua mostrando-se eficiente na prote¢do de ovelhas ao ataque L. caprina (LEVOT, 2012).

Dicyclanil foi também utilizado em teste de eficacia na Argentina para a prevencéo de
miiases por Cochliomyia hominivorax em feridas de pos castracdo em bovinos, apresentando
uma porcentagem de protecdo de mais de 93 %, que s6 ndo foi completa por causa da presenca
de miiase ativa em apenas um animal no décimo sexto dia ap0s castragdo. Como observacgéo
adicional do estudo, dicyclanil parece ndo possuir atividade repelente contra o C. hominivorax,
pois em ambos os grupos do estudo houve deposicao de posturas nas feridas durante periodo
observacional (ANZIANI; GUGLIELMONE; SCHMID, 1998).
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2.4.4. Agonistas ndo esteroidais da ectisona ou compostos aceleradores da muda
dos insetos

O horménio esteroidal 20-hidroxiectisona, conhecido como hormonio da muda, é um
indutor fisiol6gico da muda e da metamorfose dos insetos. (WING; SLAWECKI; CARLSON,
1988). Agonistas ndo esteroidais da ectisona ou compostos aceleradores da muda dos insetos
sdo compostos de uma nova classe de IGR (BAKLI et al., 2016; DHADIALLA, 2012;
DHADIALLA; LLC, 2005; NAKAGAWA, 2005) que atuam no controle de pragas na
agricultura. Também chamados diacylhydrazines (DAHs) ou bisacylhydrazines, possuem
quatro moléculas que se destacam como inseticidas: tebufenozide, methoxyfenozide,
chromafenozide e halofenozide. Apesar desses compostos serem muito toxicos para os insetos,
sdo muito seguros para mamiferos e 0 meio ambiente, ratificando sua acdo seletiva, onde as
primeiras trés moléculas sdo efetivas contra Lepidoptera, mas pouco ativas ou inativas para
Diptera, ligando-se a receptores das Lepidoptera com alta afinidade, enquanto que com baixa
afinidade em receptores de Diptera ou Coleoptera. Halofenozide é mais potente que
tebufenozide ou methoxyfenozide contra Leptinotarsa decemlineata, uma espécie de
coledptero, registrado como inseticida para controlar escaravelho (NAKAGAWA, 2005).

Os agonistas da ectisona induzem a muda prematura nas larvas em qualquer tempo do
seu desenvolvimento. Agindo também no desenvolvimento dos ovérios, reduzindo ou parando
a oviposicao (GRAF, 1993).

Wing (1988) estudou os efeitos da molécula RH 5849 [1,2-dibenzoyl-1-tert-
butyllhidrazine] como um agonista ndo esteroidal analogo da ectisona em célula de Drosophila
melanogaster e pode concluir que realmente trata-se de um andlogo do horménio juvenil, pelo
comportamento similar ao horménio natural, uma vez que causou a iniciacdo prematura da
muda larval e atuou de forma larvicida contra a mariposa do tabaco, Manduca sexta. O
composto também mostrou uma correlacdo positiva entre a indu¢do da muda prematura e
afinidade dos receptores para varios analogos da ectisona, embora tenha sido demonstrado mais
tarde que alguns compostos tém toxicidade seletiva entre as ordens de insetos. Em estudo
realizado para avaliar os efeitos dos miméticos do horménio ectisona de RH-5849 e RH-5992
na larva de D. melanogaster chegou-se a conclusdao de que os dois compostos estudados
estariam aptos a serem utilizados como hormdnios analogos a ectisona. (FARKAS; SLAMA,
1999).

Wing et al. (1988) também descrevem que a molécula RH5849 também atua em larvas
de Lepidoptera impedindo que a ecdise ocorra com sucesso, além da observacdo de hemorragia
da hemolinfa e de fluido da muda e o pharate larvar eventualmente morto sem completar a
muda. Dhadialla et al. (1998) também salientaram para o fato da molécula RH5849 ser toxica
para a Ordem Lepdoptera, assim como a molécula RH5992, e ao contréario, parece ndo ser toxica
para outras ordens.

2.4.5. Anélogos do hormonio juvenil

A existéncia do hormdnio juvenil e sua fonte, o corpora allata, foram reconhecidos no
inicio de 1930 (STAAL, 1975), mas a potencialidade dos horm&nios juvenis como inseticidas
so foram reconhecidas aproximadamente em 1956. Williams (1967) abordou esta descoberta
em estudos realizados naquele ano com a primeira preparacao ativa de hormonios: um 6leo de
ouro extraido com eter de um macho de mariposa da Cecropia. Esse hormonio puro era
extraordinariamente ativo e surpreendentemente potente, uma vez que apenas um grama desse
horménio poderia resultar na morte de milhdes de insetos. A férmula empirica do horménio
juvenil foi entdo descoberta (C18H3602) e, a partir dai, os horménios sintéticos puderam ser
produzidos por varios Laboratorios (WILLIAMS, 1967).
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Logo apds, Williams (1967) descobriu acidentalmente que quase todo papel originario
da América possuia efeito semelhante ao do hormdnio juvenil, tendo sido necessarias outras
investigacOes para descobrir a atividade do horménio juvenil na &rvore Balsam fir, principal
escolha de polpa para os papéis no Canada e no norte dos Estados Unidos naquela época.
Descobriu-se entdo que a arvore Balsam fir sintetizava o que eles chamaram de “fator de papel”
e essa substancia acompanhava a polpa por todo o processo de sintese das folhas, sendo depois
isolada e caracterizada, observando-se a evidente semelhanga com outros anélogos do
horménio juvenil dos insetos.

Dessa forma, os derivados sintéticos desenvolvidos pela industria quimica para atuar
como agentes de controle dos insetos, foram entdo chamados de analogos ou miméticos do
hormonio juvenil (GRAF, 1993), pois mimetizavam os hormonios juvenis produzidos de forma
natural e, consequentemente, inibiam a metamorfose para o estagio adulto. Entéo, assim que a
larva se torna completamente desenvolvida, enzimas do sistema circulatorio dos insetos
destroem os hormonios juvenis endogenos e o desenvolvimento final ocorre para o estagio
adulto.

Os analogos do hormonio juvenil ligam-se aos sitios de receptores para hormonios
juvenis e, por causa da diferenca estrutural, eles ndo séo destruidos pelas esterases dos insetos
e, como consequéncia, a metamorfose e 0 completo desenvolvimento para o estagio adulto ndo
ocorrem (TAYLOR, 2001). A persisténcia do horménio juvenil ou de seus analogos durante o
ciclo de vida da larva pode resultar em instares larvais extranumerarios (onde as larvas mostram
aumento progressivo do peso e tamanho) e, dependendo da dose e do tempo de exposicéo,
transformam-se em larva permanente ou o intermediario entre os estagios de larva para ninfa,
larva para pupa ou larva para adulto que s&o inabilitadas para se desenvolver até adultos normais
(DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998).

Ha cinco formas estruturais homologas de horménio juvenil, todas com um ou mais
centros assimétricos (apesar de somente as configuracGes absolutas de JH-I e JH-I11 terem sido
rigorosamente estabelecidas). Atividades morfogenéticas de amostras racémica e sintéticas de
horménios juvenis mostram que JH-1 é quem tem a mais alta atividade biol6gica com a maioria
das espécies de insetos, enquanto JH-111 é a molécula mais penetrante e tem sido encontrada
em todas as ordens de insetos. JH-0 e 4-metil JH-1 foram isolados do desenvolvimento
embrionario da mosca do tabaco M. sexta, enquanto Lepidoptera produz JH-I, JH-11 e JH-I1II.
(SULLIVAN; GOH, 2008)

Compostos contendo farnesol, acido farsénico, farnesil pirofosfato, aqualeno, farnesil
dietilamina, farnesil metil éter, com destaque para esta ultima molécula, foram os primeiros
com atividade mimética ao horménio juvenil a serem pesquisados logo no inicio da segunda
metade do século XX (BOWERS, 1968; STAAL, 1975; WIGGLESWORTH, 1963). Porém,
segundo Staal (1975), apesar de muitos dos efeitos genuinos dos horménios juvenis poderem
ser realmente induzidos com esse tipo de composto, ndo houve utilidade préatica para o
desenvolvimento comercial deles, por causa da baixa especificidade de muitos insetos e a
instabilidade quimica das moléculas.

As moléculas comerciais com maior destaque como anadlogos do horménio juvenil
utilizadas no controle de insetos de importancia médico veterinaria sdo, principalmente, o
metoprene, o fenoxicarb e o piriproxifen (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998; GRAF, 1993;
TAYLOR, 2001).

A primeira molécula de sucesso desenvolvida como inseticida bio-racional foi o
metoprene, nos anos de 1970, e o0 seu sucesso comercial foi 0 marco zero para o uso de destes
inseticidas no controle seletivo de insetos de forma segura para 0 meio ambiente, sendo atéxico
para mamiferos e também muito ativo contra uma grande populacdo de insetos nocivos,
rapidamente metabolizado e com subproduto final inécuo (HENRICK, 2007; J. MENN; A.
HENRICK, 1981).
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Desde que o potencial de metoprene como regulador de crescimento de insetos foi
descoberto, muitos estudos foram desenvolvidos para avaliar o seu desempenho no controle do
desenvolvimento de H. irritans no esterco bovino (BEADLES et al., 1975; IVEY; MILLER,;
WAYNE IVIE, 1982; MILLER et al., 1977).

A utilizagdo de metoprene como aditivo na alimentagéo para o controle de mosca-dos-
chifres foi reportado por Harris et al. (1973) que observaram a completa inibicdo do
desenvolvimento de H. irritans nas fezes de bovinos tratados com uma dose minima de 0,7
mg/animal/dia.

Beadles et al. (1975) desenvolveram uma metodologia para avaliar os efeitos de
metoprene oferecido na dgua de bebida de bovinos para o controle de H. irritans. Uma solucéo
emulsiondvel de metoprene a 2 % foi oferecida aos bovinos por sistema de pressdo, que
rapidamente completava a agua fresca com metoprene logo que o animal comecasse a beber,
ajudando a minimizar os efeitos fotossensiveis da molécula. Houve 68 % de inibicdo do
desenvolvimento de mosca-dos-chifres nas amostras de fezes, durante seis semanas, sugerindo
que a agua de beber seria uma abordagem possivel no controle da mosca-dos-chifres, com um
alerta para a ocorréncia de chuvas, com consequente formacdo de pocas, onde 0s bovinos
puderam se hidratar alternativamente a agua tratada com metoprene, o que poderia ter
comprometido a eficacia.

Miller et al. (1976) determinaram a praticidade do uso de tabletes para administrar
metoprene na agua de bebida de bovinos no controle de H. irritans, de forma alternativa, mais
barata e mais préatica do que o proposto por Beadles et al. (1975). Os tabletes foram colocados
em quantidade suficiente de acordo com a capacidade dos cochos de agua, com o controle do
nivel de metoprene oferecido na agua por cromatografia gasosa e a emergéncia de adultos
provenientes do esterco de animais tratados utilizada como um indicativo de efetividade do
tratamento. Como resultados, a formulacéo em tabletes mostrou-se préatica e efetiva como forma
de administrar metoprene na dgua de bebida do gado. Apenas 0,01 ppm de metoprene na agua
pareceu inibir o desenvolvimento de mosca-dos-chifres no esterco. Quanto a taxa de erosdo dos
tabletes, este foi um ponto critico do estudo, e por isso, houve a necessidade de provocar a
turbuléncia necessaria para melhorar a erosdo e, consequentemente a efetividade de metoprene.

Harris et al. (1974) utilizaram blocos de minerais contendo metoprene (0,01 %, 0,12 %
ou 0,94 %) no controle de H. irritans e observaram uma taxa de efetividade na inibi¢do do
desenvolvimento de H. irritans acima de 99 % para blocos com 0,01 % de metoprene e 100 %
de efetividade para os blocos contendo 0,12 %, sugerindo que metoprene pode ser efetivo como
aditivo alimentar no controle da mosca-dos-chifres.

No ano seguinte, Miller e Picckens (1975) avaliaram formulagGes de metoprene no
controle de H. irritans e puderam concluir que metoprene administrado em blocos de sal
resultou em um bom controle. J& Moon et al. (1993) avaliaram o consumo e a eficacia de
metoprene 0,02 % fornecido em blocos minerais para o controle de H. irritans em gado de corte
e mostrou que houve uma ingestdo de metoprene que excedeu a média prevista e que, mesmo
assim, o produto ndo foi capaz de reduzir de forma satisfatoria a producdo de moscas viaveis,
a principal caracteristica necessaria para justificar o uso dos blocos.

Scott et al. (1995) avaliaram a eficacia de metoprene 0,02 % administrado junto ao sal
mineral no controle de H. irritans em bovinos a pasto e puderam observar que a mistura foi
capaz de controlar a populacdo de moscas por um periodo de quatro meses, com a eficacias
meédias mensais variando de 99,8 % a 85,9 %, ao final do estudo.

Gingrich e Hopkins (1977) determinaram que metoprene misturado ao esterco bovino
na concentracdo final de 0,2 ppm causa danos ao desenvolvimento dos estagios imaturos de H.
irritans apenas no terceiro e quarto dias de desenvolvimento larval, considerando as condigdes
de temperatura de 26,7 = 2 °C e tempo médio de desenvolvimento estimado em 71,04 h, ou
seja, larvas de terceiro estagio. Outros resultados do mesmo estudo indicam que as larvas deste
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estagio absorvem metoprene em quantidade suficiente para causar inibicdo da emergéncia do
adulto, parecendo ainda que metoprene ndo possui efeitos acumulativos.

Estudo in vitro realizado para avaliar a correlagdo entre a toxicidade de metoprene e a
densidade larval de H. irritans em quatro diferentes doses (0,0025, 0,005, 0,01 e 0,02 ppm)
mostrou que, apesar da dose de 0,02 ppm ter sido capaz de reduzir H. irritans em entre 96,7 a
100 %, houve uma significante relagéo inversa entre a densidade larval no meio e a toxicidade
de metoprene (BAY; BOYD, 1987).

Miller et al. (1977) avaliaram a eficacia de bolos de 40 g de metoprene 1 % utilizado no
tratamento do gado contra H. irritans e mostraram que bolus de liberagdo prolongada podem
ser um meio efetivo de controle da emergéncia de H. irritans no esterco.

Miller et al. (1979) utilizaram bolus de liberac¢éo prolongada contendo metoprene a 3 %
em diferentes composi¢cdes no controle de H. irritans no esterco bovino e revelaram um controle
de inibicdo do desenvolvimento da mosca por um periodo entre 28 e 32 semanas. Em paralelo,
utilizaram bolus de liberacdo prolongada contendo metoprene a 10 % para o controle de Musca
autummalis e obtiveram inibicdo da emergéncia de adultos por 10 a 12 semanas, demonstrando
que além de eficaz, o bolus de liberacdo prolongada foi um método pratico e efetivo de
administragdo de metoprene para bovinos no controle destes dipteros.

Fincher (1991) avaliou a influéncia do tratamento com bolus de liberacdo prolongada
de metoprene 3 % utilizado no controle de estagios imaturos de mosca-dos-chifres no esterco
em algumas espécies ndo alvo (Odontophalus gazela, Sishipus rubrus, Philonthus
flavolimbatus e P. longicornis). Os achados do estudo levaram os autores a concluirem que a
liberacdo continua de metoprene parece nao prejudicar as espécies de insetos benéficos.

Nenhum sinal clinico de toxicidade foi observado em quaisquer dos animais tratados
com metoprene via oral (HARRIS; FRAZER; YOUNGER, 1973; MILLER et al., 1977;
SCOTT; GRISI; COMENDOUROS, 1995).

Ivey et al. (1982) determinaram os residuos de metoprene na gordura de bovinos
resultantes da administracdo em bolus, a partir de bidpsia de aproximadamente 50 g de gordura
do omento analisadas por cromatografia de gasosa, com deteccdo minima de 0,02 ppm da
molécula. Metade dos animais recebeu apenas um bolus e a outra metade recebeu dois, ambos
contendo 1 % de metoprene, assim como descrito e utilizado por Miller et al. (1979), somente
com a reducdo da percentagem de 3 % para 1 % de metoprene. Pode-se perceber, a partir dos
resultados da primeira avaliacdo, 30 dias pos tratamento, que o valor médio do nivel de residuos
nas amostras foi 0 mesmo independentemente se 0s animais tinham recebido um ou dois bolos
(0,05 ppm). Em analises posteriores, 60 e 90 dias, metoprene foi detectado no limite do método
analitico (0,02 ppm) ou ndo foi detectado, levando a sugerir que metoprene administrado em
bolus a 1 % para o controle de H. irritans pode ser utilizado com seguranga em bovinos gracas
aos baixos niveis de residuos observados na gordura.

Schmidt e Kunz (1980) determinaram as doses letais de metoprene para as formas
imaturas de H. irritans. A dose letal 50 (DL50) foi 1 ppb e dose letal 90 (DL90) foi 6 ppb, com
slope de 1,89.

Thomas (1984) determinou os efeitos do metoprene (1 ppm ou 10 ppm) adicionado a
dieta sanguinea de moscas normais e radio esterilizados com relagdo a fecundidade, viabilidade
de ovos e sobrevivéncia de adultos de H. irritans e pode concluir que ndo houve diferenca
significativa na sobrevivéncia de moscas adultas entre os grupos tratados e controle, assim
como a producdo de ovos, onde os grupos tratados colocaram quantidade maior de ovos que o
grupo controle, além da oviposicdo ter comecado mais cedo nos grupos tratados. Apesar das
fémeas dos grupos tratados terem colocados mais ovos, a viabilidade destes com relagdo a
eclodibilidade fora reduzida em de 30 a 35 %, quando comparadas ao grupo controle, onde
apenas 20 a 25 % dos ovos falharam em eclodir. Ainda, os autores utilizaram moscas irradiadas
no tratamento com metoprene na tentativa de recuperar a fecundidade que fora comprometida
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com radiacdo. Porém, ao contrario do que se esperava, 0 andlogo do horménio falhou em
recuperar a fertilidade das fémeas irradiadas, indicando que o dano retrocerebral pode néo ter
sido o Unico ou o responsavel primario pela esterilidade dessas moscas.

Em geral, metoprene é muito ativo contra especies de dipteros, principalmente H.
irritans, M. domestica, S. calcitrans e M. autumnalis, e tem sido desenvolvido para o controle
de muitas espécies dessas moscas que se desenvolvem no esterco dos bovinos. Além dessa
efetividade, metoprene ainda € utilizado de forma bastante satisfatria no controle de C. felis,
inibindo a eclosdo dos ovos, prevenindo o desenvolvimento e a emergéncia de adultos
(HENRICK, 2007).

Moléculas desenvolvidas mais recentemente mostram bastante diferencas estruturais,
mas ainda exibem uma atividade anéloga ao do horménio juvenil, como o Fenoxicarb que,
guimicamente € um carbonato e estruturalmente ndo esta relacionado os hormonios juvenis,
porém exibe atividade analoga ao do horménio (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998; GRAF,
1993; GRENIER; GRENIER, 1993).

Diversas formulagdes contendo fenoxicarb tém sido desenvolvidas para diferentes
grupos de parasitos (DHADIALLA; CARLSON; LE, 1998). Grenier e Grenier (1993) apds
leitura e sistematizacdo de informacdes sobre fenoxicarb em aproximadamente 200 artigos
cientificos concluiram que, aproximadamente 22 % dos estudos concentram-se na Ordem
Lepidoptera, mas também h& outras ordens de insetos e até mesmo &caros, em menor volume
(Lepidoptera, Himenoptera ndo parasito, Coleoptera, Diptera ndo parasito, Dictioptera,
Homoptera, outras ordens, parasitoides e predadores, acari e outros). Ainda, menos de 5 % dos
estudos sdo concentrados nos danos causados em insetos benéficos, com a justificativa de que
0s estudos sdo principalmente conduzidos por companhias quimicas que produzem, promovem
ou ddo suporte financeiros aos produtos.

Aproximadamente 100 vezes mais potente que o metoprene, fenoxicarb tem seus efeitos
obtidos com uma dose bastantemente baixa, alta eficiéncia e excelente persisténcia de agéo,
afetando de forma dose dependente o desenvolvimento de muitos insetos, com efeitos classicos
induzidos na maioria dos insetos estudados, como as perturbac6es morfogenéticas dos embrides
e o desenvolvimento pds embrionario; mudancas na diferenciacdo de classes em formigas e
cupins; controle na reproducédo de adultos; reducéo descendentes apds o tratamento de machos
de baratas; distarbios na sintese de gema em formigas do fogo; perturbacGes sexuais ou na
producdo de ferormonio; interrupcdo da diapausa; perturbacdo no RNAm e incorporacdo da
timidina em alguns insetos; e ainda efeitos nao especificos, de acordo com o sexo ou efeitos
citotoxicos, como toxicidade direta do embrido e larva de pulga especialmente no trato
digestivo e efeito colateral e/ou bioacumulacdo no peixe, que pode desenvolver perturbacoes
do comportamento apos ingestdo de larvas de mosquitos tratadas com fenoxicarb, acarretando
em sua proibigcdo em alguns paises como a Italia. Parasitoides e predadores também podem ser
afetados, assim como muitos outros insetos benéficos, como as abelhas (GRENIER,;
GRENIER, 1993).

Hinkle et al. (1995) determinaram a atividade residual de fenoxicarb no controle de
pulgas dos gatos quando aplicado no carpete e mostraram que a sobrevivéncia das larvas de C.
felis no grupo tratado foi significantemente menor que no grupo controle, com diferencas
significativas até o sétimo més ap6s o tratamento, indicando que fenoxicarb possui uma
atividade residual extensa quando aplicado no carpete. Os autores determinaram também a
atividade residual de metoprene e mostraram que a sobrevivéncia das larvas de C. felis no grupo
tratado foi significantemente menor que no grupo controle, com diferencas significativas
variando de 0 % no primeiro més até 70 % entre o quinto e o sétimo més, porém sem diferenca
significativa entre os grupos de tratamento no terceiro més.

Rajapakse et al. (2002) em estudo realizado em 1992 para avaliar a eficacia e atividade
residual metoprene e fenoxicarb contra pulgas no ambiente. Os achados revelaram que
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fenoxicarb permaneceu ativo até o dia + 63 eliminando préximo de 100 % das pulgas, enquanto
que metoprene teve sua efetividade declinada significativamente a partir do dia + 49. Quando
comparado com metoprene, fenoxicarb foi altamente efetivo em concentragcdes mais baixas
durante todo o periodo de testes, sem presentar diferencas significativas até o dia 42 do estudo,
mostrando pouca mudanca na atividade no periodo inteiro de teste com doses variando de 8,07
a 64,56 mg/m2. J& o metoprene, variou suas concentracdes de 8,07 a 32,28 mg/m2, tendo sido
significantemente menos efetivo em reduzir a emergéncia de adulto, comparativamente.

Marchiondo et al. (1990) determinaram o modo de acdo de fenoxicarb na embriogénese
de ovos de pulgas e obtiveram os seguintes achados: 97,3 a 100 % de ovos provenientes de
pulgas expostas ao fenoxicarb por mais de 24 horas pararam de eclodir, apresentando uma
extensiva inibicdo do desenvolvimento embrionario, interrupcdo do tecido previamente
organizado, com interrupcdo e lise de células, ndcleos picnoéticos com heterocromatina
coalescente e amontoada, plasma e membrana nuclear lisados e mitocondria inchada e rompida,
além de terem se tornado descoloridos e enrugados. Exposicédo de ovos de pulgas de diferentes
idades por diferentes periodos de tempo confirmaram a atividade ovicida de fenoxicarb, ao
longo da eclosdo larval independentemente da idade do ovo e do tempo de exposicao. As larvas
expostas ao fenoxicarb morreram antes de fazer a muda para o estagio de pupa. Fenoxicarb
atua, ainda, no intestino de larvas recém eclodidas, exibindo dois diferentes modos de acédo
contra larvas de pulgas: interrupcdo do intestino delgado e inibicdo da muda larval.

2.4.6. Piriproxifen

O nome IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) de piriproxifen é
4-phenoxyphenyl (RS)-2-(2-pyridyloxy) propyl ether (SULLIVAN; GOH, 2008). Classificado
como regulador do crescimento de insetos, de amplo espectro, com atividade inseticida contra
insetos de salde publica, como M. domestica, mosquitos e baratas, e categorizado por WHO
(2006) como improvavel de apresentar perigos em uso normal. Como analogo do horménio
juvenil, interfere com a metamorfose (crescimento, desenvolvimento e maturacao) dos insetos
por prevenir que alcancem a maturidade e reproducio (WHO, 2008). E um fenil éter de piridina
ndo classificado e derivado de outro analogo do horménio juvenil, o fenoxicarb em que a parte
da cadeia alifatica foi substituida por piridil oxietileno (SULLIVAN; GOH, 2008).

Piriproxifen € o Unico inseticida juntamente com o larvicida bacteriano Bacillus
thuringiensis israelenses recomendado pela WHO para a adicdo em agua com propositos de
satde publica. (SULLIVAN; GOH, 2008). A dosagem recomendada é de 0,01 mg/l (ppm).

Juntos, FAO/WHO concluiram que piriproxifen ndo representa risco carcinogénico, nao
€ genotoxico em humanos e 0s animais jovens nao parecem ser mais sensiveis que os adultos
(WHO, 2008).

Quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas de piriproxifen, quando liberado no ar,
ndo é rapidamente disperso na atmosfera devido ao seu baixo vapor de pressdo e constante de
Henry’s law. Praticamente insoltivel em 4gua, tem uma propensao a adsorver na superficie do
solo, particularmente aquelas com argila ou matéria organica. Se liberado em agua, piriproxifen
adsorve em sdlidos suspensos e matéria organica, mantendo uma atividade bioldgica por pelo
menos trés meses. E altamente susceptivel a fotodegradaco na agua, com meia vida de fotolise
menor que 20 dias em agua de rio. No solo, a degradacéo ocorre muito lentamente, com meias
vidas entre 10 a 20 semanas. (SULLIVAN; GOH, 2008).

Crustaceos e larvas de insetos aquaticos sdo sensiveis ao piriproxifen, apesar dos efeitos
adversos serem reversiveis, produzindo concentracao letal média (LC50) de 0,098 ppm contra
0 camardo Lianema tenuicornis, valor aproximadamente 12 vezes maior que a concentracdo de
campo. Por sorte, ndo ha nenhum efeito marcado em moscas, libélulas, ostracodes, cladocerans,
copépodes ou besouros. Organismos plancténicos também ndo mostraram nenhum efeito
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adverso acerca do tratamento com 0,01 ppm de piriproxifen em aquério. E, mesmo piriproxifen
tendo produzido deformidades severas na muda de muitos insetos predatérios, é praticamente
inofensivos para abelhas, que foram encontradas em colonias, desenvolvendo-se normalmente
apos se alimentarem em solucdo acucarada de piriproxifen (SULLIVAN, 2000).

A baixa solubilidade, o alto coeficiente de particédo e a hidrofobicidade de piriproxifen
sdo adjetivos consistentes com quimicos conhecidos por serem persistentes no meio ambiente.
Entretanto, sua susceptibilidade para fotodegradacéao aquatica, degradacdo metabdlica em solos
aerobicos e 4gua, juntamente com sua aparente curta meia-vida de depuracao na fauna aquatica,
leva a répida dissipagdo em matrizes biéticas e ambientais. Em anaerobiose, como em aguas
salobras ou sedimentos, piriproxifen é muito mais estavel, imutavel e toxico para invertebrados
aquaticos. Dado esse potencial para persistir, prudéncia deve ser levada em consideracao
quando aplicar piriproxifen perto de corpos d'agua e precaucdes devem ser tomadas para evitar
ou mitigar o acumulo e o escoamento para as aguas de superficie (SULLIVAN; GOH, 2008).

A toxicidade oral aguda de piriproxifen é baixa, com valores de DL50 acima de
5000mg/kg de peso corporal em ratos, camundongo e cédes. A toxicidade dermal aguda €
também baixa, com DL50 acima de 2000 mg/kg peso corporal em ratos e camundongos. Apos
exposicdo por inalagdo, valores de DL50 acima de 1,3 mg/l de ar foram encontrados em
camundongos e ratos. Piriproxifen foi moderadamente irritante para os olhos, porém ndo para
peles de coelhos (WHO, 2008).

Em estudos dos efeitos de piriproxifen em camundongos, ratos e cées a curto e a longo
prazo, o figado foi o principal 6rgdo alvo, com aumento de seu tamanho e mudangas em
concentracdes lipidicas plasmaticas, como o colesterol, quando empregado na dose de
120mg/kg de peso vivo por dia em ratos. Efeitos adicionais incluem aumento da mortalidade,
alteracdes histopatoldgicas nos rins e reducdo no ganho de peso corporal, com NOAEL (nivel
de efeito adverso ndo observado) de 150 mg/kg em camundongo, 23 mg/kg em ratos e 100
mg/kg em cées, alimentados diariamente com piriproxifen durante 3 meses. Piriproxifen
também causou aumento da ocorréncia de amiloidose sistémica, de forma dose dependente,
associada ao aumento da mortalidade e perturbagdes no sistema imune, com NOAEL de 120
mg/kg, equivalente a 16 mg/kg de peso corporal, por dia. Em ratos, o Unico efeito adicional foi
o0 reduzido ganho de peso corporal, com NOAEL de 600 mg/kg, equivalente e 27 mg/kg de
peso corporal por dia (WHO, 2008).

Em dois estudos de 1 ano em cées, piriproxifen foi administrado em capsulas com a
NOAEL média de 10 mg/kg de peso vivo por dia, aumentando o tamanho do figado e
concentracéo de colesterol no plasma, com evidencias de que piriproxifen possa atuar como um
indutor de enzimas hepaticas, pelo menos em cédes. Ndo houve sinais de toxicidade quando
administrado topicamente em ratos por 21 dias em doses acima de 1000 mg/kg de peso vivo
por dia. A inalacgdo de piriproxifen por 4 horas por dia durante 28 dias causou efeitos menores
em ratos (salivacdo, esporadicamente reduzido ganho de peso corporal, intimamente ligado com
0 aumento da atividade lactato desidrogenase no soro) na dose de 10.000 mg/m3. O NOAEL
foi de 480mg/cm3 (WHO, 2008).

Avaliou-se o metabolismo de piriproxifen em ratos atraves da excrecdo de C14 e seus
residuos nos tecidos apds administracéo oral em dose Unica de 2 mg/kg (baixa dose) ou 1000
mg/kg (alta dose) de [C14-pyriproxyfen]. Recuperou-se de 96 a 98 % do C14 dosado em fezes
e urina durante 7 dias, com excrecdo fecal de 89 a 92 % e urinaria de até 8 % e a maior parte
(93 a 96 %) foi excretada em até dois dias apds a administracdo. Avaliou-se também fezes,
urina e bile nos dois primeiros dias, com excrecdo de 43, 3 e 34 %, respectivamente de C14
dosado em machos e, 52, 2 e 37 %, respectivamente em fémeas, levando a concluir que a rota
principal de excrecéo de piriproxifen em ratos foram as fezes, sem diferencas entre sexo ou
dose. O pico de concentragdo de C14 no sangue, rins e figado ocorreu de 4 a 8 horas ap0s
administracdo e na gordura, de 12 a 24 horas ap0s administracdo e [C14] no sangue foi
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significantemente maior em machos que em fémeas, 24 horas ap6s a administracdo. Os
metabolitos principais encontrados foram 4-OH-pyr; 57,4’ -OH pyr e 4° -OH-POPA, este
ultimo somente nas fezes e sulfatos em alta dose (MATSUNAGA et al., 1995).

Os residuos no sangue e tecidos foram avaliados no 70°dia e os niveis de C14 na gordura
foram os mais altos encontrados, 0,010 a 0,013 g de piriproxifen equivalentes/g de tecido
(ppm) para baixa dose e 8,0- 9,5 ug para a alta dose; ja os niveis nos outros tecidos foram no
méaximo 0,001 ppm (baixa dose) e 2,6 ppm (alta dose) com uma soma de C14 residual corporal
de 0,3 %. Com isso, mostrou-se que Piriproxifen oralmente administrado em ratos é excretado
rapida e completamente do organismo de machos e fémeas, sem persisténcia em nenhum tecido
(MATSUNAGA et al., 1995).

Em estudo analogo com administracdo oral em ratos, [14C] piriproxifen foi lentamente
(pico de concentracdo plasmatica de 8 h) ¢ incompletamente absorvido (< 50 % da dose), e
entdo rapidamente eliminado, predominantemente nas fezes (90 %), com somente 4 a 11 % na
urina, apos 48 horas, sendo excretado principalmente via bile (34—-37 % da dose administrada
em 48h). A concentragéo de piriproxifen em outros tecidos, assim como a gordura, foi muito
baixa (geralmente <0.01 pg equivalente por grama apds 72 horas; gordura, <0.1 pg equivalente
por grama). A meia-vida de radiomarcadores nos tecidos, incluindo sangue e gordura, foram
de 8 até 36 horas. Absorcdo dermal ndo foi estudada (WHO, 2008).

Em outro estudo, realizado por (YOSHINO; NAKATSUKA; YAMADA, 1995), desta
vez comparando o0 metabolismo de piriproxifen em ratos e camundongos, utilizou-se as mesmas
doses (2mg/kg ou 1000mg/kg) e via de administracdo (oral) de Matsunaga et al. (1995). Desta
vez, 0s animais foram avaliados somente até sete dias apds o tratamento e o ar expirado também
foi avaliado. Em ratos, o total de C14 recuperado foi de 92 a 99 %, com 84 a 94 % através
excrecdo fecal, 5 a 12 % por excrecdo urinaria e 0,5 % ou menos pelo ar expirado. Em
camundongos, o total de C14 recuperado foi de 100 % (fezes 90,3 % e urina 9,7 %) em machos
e 104,8 % (fezes 78,1 % e urina 26,7 %) em fémeas na da menor dose administrada e 101,6 %
(fezes 64,4 % e urina 37,2 %) em machos e 100 % (fezes 64,7 e urina 35,3 %) em fémeas, para
a maior dose.

De acordo com este estudo, os residuos de C14 na gordura dos ratos foram de 0,014 a
0,015 microgramas equivalente/g (ppm) para a menor dose, e 6 a 6,3 ppm para maior dose e
em outros tecidos, 0,009 ppm ou menos para o0 grupo de menor dose e 4,5 ppm ou menos para
o outro grupo. O metabolico mais largamente encontrado nas excretas foi o 4’-OH-pyr e 0S
outros principais metabolitos fecais foram: 5”,4-OH-pyr E 2’-OH-pyr ¢, DHP-pyr e um sulfato
de 4’-OH-pyr (4’-oh-pyr-sul) em altas doses, além de 32,5 % a 34,8 % de [C14] piriproxifen,
em machos e, 21,2 a 21,9 %, em fémeas. O principal metabdlito urinario foi PYPAC. Em
camundongos, o metabdlito encontrado em maior quantidade nas fezes foi 4’-OH-pyr. Os
outros principais metabolitos fecais foram DPH-pyr e POPA além de 12,2 a 19,8 % de [C14]
piriproxifen em baixas doses e 22,5 % a 25,4 % em altas doses. Os principais metabolitos
encontrados na urina de camundongos foram 4’-OH-pyr; sulfato de POPA (POPA-sul) e
glucorinide de 4’-OH-pyr (4’-OH-pyr-glu) (YOSHINO; NAKATSUKA; YAMADA, 1995).

Como pode-se perceber, C14 foi rapida e completamente excretado nas fezes, urina e
pelo ar expirado com rota principal de excrecéo fecal, assim como no estudo de Matsunaga et
al. (1995), e assim como em camundongos. A excrecdo urinaria tendeu a ser maior,
especialmente para machos de camundongos quando comparados com ratos. Os residuos de
C14 nos tecidos foram mais altos no grupo de maior dose que para o grupo de menor dose, sem
diferencas marcantes do perfil qualitativo de metabdlitos entre o sexo, a dose ou espécie, mas
com alguma diferenga encontrada do ponto de vista quantitativo.

Com relagdo aos metabolitos encontrados, com excegdo da 4’-hidroxilacdo em ratos que
foi significantemente maior em fémeas do que em machos ¢ a 5”-hidroxilagdo que foi
significativamente maior em machos, ndo houve diferencas significativas relatadas ao sexo em
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outras reacdes. Uma extensa glocuronidagdo foi muito maior camundongos do que em
ratos, principalmente detectada pela urina do camundongo e nas fezes do rato, o0 que leva a
pensar que esta diferenca deve estar relacionada com alta e excrecdo urinaria de C14 em
camundongos (YOSHINO; NAKATSUKA; YAMADA, 1995).

A toxicidade reprodutiva de piriproxifen em ratos tem sido investigada em estudos com
duas geracdes, um estudo envolvendo machos e fémeas antes e nos estagios iniciais de gestacdo
e outro estudo de tratamento durante o periodo pré-natal e lactacional. O NOAEL (nivel de
efeito adverso ndo observado) para toxicidade materna foi de 1000 mg/kg, equivalente a 98
mg/kg de peso corporal por dia, nas duas geragdes estudadas e 100 mg/kg de peso vivo por dia
pos gestacdo. A toxicidade reprodutiva foi observada, com um ndmero aumentado de
natimortos na geracdo FO e reducdo no numero de implantacdes e nimero médio de fetos na
geracdo F1. O NOAEL para toxicidade reprodutiva foi de 300 mg/kg de peso corporal por dia.
Piriproxifen causou pequena toxicidade desenvolvimental e néo teratogénica (WHO, 2008).

No estudo pds-gestacional e lactacional, a progénie foi submetida a séries de testes para
observacdo de possiveis efeitos neurotdxicos, incluindo indices fisicos, testes de
comportamento, funcdes motoras e sensoriais e habilidade de aprendizagem. Apesar de ter
havido alguns efeitos no crescimento nas doses de 300 mg/kg de peso vivo por dia, ndo houve
desenvolvimento de neurotoxicidade experimental na dose de 500 mg/kg por dia, a maior dose
testada. Anormalidades viscerais (dilatacdo da pelve renal) foram encontradas nas doses
maiores que 300 mg/kg de peso corporal. O NOAEL para o desenvolvimento de toxicidade foi
de 100 mg/kg de peso corporal por dia, que retardou o desenvolvimento fisico e causou
anormalidades viscerais em altas doses. Em estudo convencional de toxicidade em ratos, ndo
houve retardo no crescimento nem desenvolvimento de neurotoxicidade em doses maiores ou
iguais a 1000 mg/kg peso vivo por dia, a mais alta dose utilizada. Houve aumento da frequéncia
de variacOes no esqueleto (abertura de forame da sétima vertebra cervical) em fetos com 300
mg/kg de peso vivo por dia. A frequéncia de anormalidades viscerais foi significantemente
aumentada descendéncia da geracdo F1 algumas semanas apds o nascimento. O NOAEL para
aumento da frequéncia de variacfes no esqueleto e variagcdes viscerais foi de 1000 mg/kg de
peso vivo por dia.

Em estudo para desenvolvimento de toxicidade em coelhos, sinais de toxicidade
materna (aborto e parto prematuro) foram evidentes em doses acima de 300 mg/kg de peso
corporal, a mais alta dose testada, com NOAEL de 100 mg/kg de peso corporal por dia. N&o foi
alcancada toxicidade desenvolvimental, com NOAEL sendo 1000 mg/kg de peso vivo por dia,
a dose mais alta alcancada (WHO, 2008).

Bull e Meola (1993) conduziram avalia¢es laboratoriais da eficicia de piriproxifen
contra H. irritans usando diferentes métodos de tratamento para caracterizar a absorcdo e o
metabolismo in vivo. Nos testes de toxicidade topica de piriproxifen, fémeas com trés dias de
vida foram tratadas (0,5 pl/inseto) com solucéo aceténica contendo piriproxifen (2,5; 5; 10 e 20
pg/inseto) administrado topicamente no dorso toracico de cada inseto. Ap6ds 24 horas, houve
apenas uma pequena mortalidade. Nos testes para determinacdo do tempo maximo de
susceptibilidade para aplicacGes topicas de piriproxifen, moscas fémeas foram tratadas
topicamente com 5 pl/inseto de piriproxifen nos dias 1, 2, 3 ou 4 ap0s emergéncia e, no quarto
dia ap6s a emergéncia, 0s ovos provenientes dessas moscas foram colocados em dieta larval
sem tratamento até o desenvolvimento do estagio pupal, onde observou-se, pela média de
reducdo da emergéncia de adultos, que a susceptibilidade méxima ocorreu no segundo dia ap6s
a emergeéncia.

Os autores ainda determinaram a resposta da fémea adulta de H. irritans a concentragoes
graduais de piriproxifen aplicados topicamente, no periodo de maxima susceptibilidade do IGR,
ou seja, moscas fémeas adultas com dois dias pds emergéncia, tratadas topicamente de 0,25a 5
pl/inseto de piriproxifen, indicando uma concentracéo letal 50 (CL50) de 0,96 pg/inseto, com
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slope de 1,44. Piriproxifen foi avaliado também no desenvolvimento dos estagios imaturos da
mosca-dos-chifres utilizando concentracdes que variaram de 0,00625 até 0,05ppm misturado a
dieta larval, até o desenvolvimento do estagio pupal, exibindo excelente atividade de IGR,
indicando a concentracao letal 50 (CL50) como sendo 9,3 ppb, com slope de 3,5.

Os autores observaram ainda os efeitos da exposi¢do de adultos em superficies com
residuos de piriproxifen, com o auxilio de grandes globos de vidro impregnados com solucéo
de piriproxifen no interior das paredes e insetos adultos expostos continuamente a esses
residuos por 4 dias (1 a 25 mg/globo) ou por diferentes periodos de tempo durante os primeiros
4 dias (25 mg/globo) além dos efeitos nos ovos que foram coletados dessas moscas e colocados
em dieta larval ndo tratada para avaliacdo da emergéncia de adultos. A CL50 para porcentagem
de redugéo da emergéncia de adultos expostos continuamente foi de 12,83 pg/cm? de superficie
tratada (9,0 mg/globo) com slope de 1,66. Para os insetos expostos em dias diferentes, houve
marcadas diferencas, com a média de porcentagem de inibicdo da emergéncia no primeiro dia
de 12,3 % aumentando diariamente até 81,5 %, no quarto dia.

Adicionalmente, realizou-se também um teste sem replicacdo para saber o0 quanto de
IGR foi absorvido por moscas dos chifres mantidas em globos tratados, fazendo uso de
piriproxifen marcado com C14 e posterior processamento de moscas para quantificacdo de
material radioativo nos extratos internos, que foi excretado em sua maior parte na forma de
metabolito radioativo do piriproxifen.

Em mais uma avaliacdo, ovos de moscas dos chifres ndo tratadas foram expostos a
solucBes aquosas de piriproxifen imediatamente ap6s a postura, permanecendo parcialmente
submersos em almofadas Umidas com solucdo de piriproxifen de 0,1 a 0,5 ppm durante
aproximadamente 18 horas, posteriormente rinsados com agua e colocados em dieta normal
ndo tratada, onde observou-se um efeito minimo de piriproxifen na eclosdo dos ovos assim
como na emergéncia desses adultos advindos de ovos tratado.

No estudo do destino de [C14] -piriproxifen, fémeas foram tratadas topicamente (0,015
ou 0,09 pL/mosca) e mantidas vivas e alimentadas por 24 horas apds o tratamento, para a
quantificacdo de possiveis residuos radioativos internos ou externos e observou-se que a
penetracdo cuticular foi extremamente rapida, especialmente em insetos tratados com a
concentracdo mais baixa (90 % em 1h). Em moscas tratadas, ndo se recuperou mais do que 5
% na superficie externa da mosca ap0s 8h além de piriproxifen ter sido absorvido, metabolizado
e excretado mais rapidamente por moscas tratadas com 0,015ug.

Apos os resultados, os autores puderam concluir que, piriproxifen, sob condicGes
laboratoriais, é rapidamente absorvido e possui excelente atividade IGR contra H. irritans
quando fémeas adultas sdo tratadas por exposicdo de residuos na superficie ou por aplicacbes
topicas.

Utilizou-se larvas de primeiro segundo e terceiro instares de M. domestica para avaliar
o efeito residual de piriproxifen (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg/L) em laboratério e pode-se observar
que piriproxifen inibiu de 98,5 a 100 % da emergéncia de adultos com o tratamento de larvas
de primeiro instar e, de 97 a 100 % a emergéncia de adultos em larvas de segundo e terceiro
instares, mostrando que piriproxifen é efetivo na inibicdo da emergéncia de adultos de M.
doméstica (SULAIMAN; MUSTAFFA; JEFFERY, 2008).

Em estudo para avaliar o potencial de piriproxifen utilizado topicamente no controle de
M. domestica em bezerreiros, pode-se observar que o efeito mais pronunciado de piriproxifen
foi alcancado depois da aplicagdo topica na pupa branca, onde a mortalidade alcangou 87,2 %
de média e, relativamente alta mortalidade (68,8 a 74,8 %) foi observada ap0s a sua aplicacédo
na pupa escura. Ja o tratamento dos ovos e larvas resultou numa mortalidade variando de 27,6
a 32,8 % e a reducdo mais pronunciada de moscas foi observada entre a quarta e a sexta semana
onde 0 nimero de moscas foi reduzido de 45 a 61 % (KOCISOVA et al., 2004).
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Conduziu-se um estudo para avaliar a atividade de piriproxifen na reproducdo de M.
domestica e a possibilidade da transmissdo de esterilidade com a aplicacdo topica de
piriproxifen na parte dorsal do térax (machos e fémeas) e aplicacdo por contato em machos em
superficies tratadas com piriproxifen.

No tratamento topico de fémeas, a eclodibilidade foi de apenas 5,8 % dos ovos
produzidos por fémeas tratadas com 20 pg de piriproxifen, mostrando uma inibicdo da
reproducdo de mais de 98 % com 10 ou 20 pg e a dosagem requerida para causar 90 % da
inibicdo da reproducéo foi de 5 para 6 pug/fémea. Em machos, os efeitos foram menores que nas
fémeas tratadas e, nesse caso, a dosagem requerida para causar a 90 % da inibi¢do variou em
torno de 20 pg/macho ou mais.

No tratamento por contato, avaliou-se a quantidade de ovos produzidos por fémeas néo
tratadas na presenca de machos tratados e observou-se que a quantidade de ovos produzidos foi
similar ao os valores do grupo controle na primeira semana, mas diminuiram para menos de 50
% durante as duas semanas seguintes. E, com relacdo as fémeas tratadas e machos néo tratados,
estas produziram menos ovos do que as fémeas néo tratadas com machos tratados, mostrando
que piriproxifen ndo causa somente o decréscimo do numero de ovos, mas também uma reducéo
da eclodibilidade de ovos ovipostos por fémeas tratadas.

Em outra observacdo, a similaridade do desenvolvimento dos ovos nos ovarios de
fémeas tratadas comparativamente as fémeas ndo tratadas, sugerem que piriproxifen ndo cause
reducdo da producdo ovariana. Mais ainda, a diferenca entre machos tratados e fémeas seria por
causa da espermatogénese que geralmente tem o seu inicio mais cedo na larva do que a
00génese e, por isso, os efeitos fisioldgicos dos analogos do horménio Juvenil em machos sao
considerados menos efetivos e a esterilizacdo de fémeas por machos tratados com analogos do
horménio pode ser meramente o resultado da transmissao mecanica do hormonio juvenil através
da interacdo sexual (KAWADA; SENBO; ABE, 1992).

Em estudo realizado com M. doméstica para observar os efeitos de piriproxifen na
progénie F1 de fémeas expostas a superficies tratadas e iscas, o impacto de diferentes
formulacBes como superficie de tratamento e uso de fémeas adultas para auto disseminar
piriproxifen nos sitios de desenvolvimento larval, mostrou-se que na progénie F1 de fémeas
que tiveram contato voluntario com papel tratado por 7 dias houve efeito significante na
producdo pupal na dose de 3,75 % de piriproxifen (38 % de controle de produtividade), mas
houve pouco efeito na emergéncia de adultos. Fémeas alimentadas com acgucar tratado com
piriproxifen por trés dias produziram aproximadamente 35 % de pupas e, na concentracdo de
0,1 % de piriproxifen, a formacdo de Pupas foi somente 14 % quando comparado ao grupo
controle, porém, novamente o sucesso da emergéncia de adultos que se desenvolveram foi
aproximadamente 90 % em todos os tratamentos com iscas de Agucar (GEDEN; DEVINE,
2012).

Quando se analisou piriproxifen aplicado em solucdo aquosa no meio larval contendo
ovos de M. domestica, ndo houve efeito no nimero de pupas produzidas em nenhuma dose.
Mas, dessa forma, houve Inibicdo da emergéncia de adultos de quase 100 % em todas as doses.
Quanto a autodisseminacédo de piriproxifen por fémeas gravidas, a fecundidade ndo foi afetada
pelo tratamento com a formulacéo de piriproxifen em p0, uma vez que 0s ovos das moscas
tratadas foram tdo vidveis quantos controles e ndo houve significante diferengas na
sobrevivéncia das pupas ou adultos da progénie de moscas tratadas que foram criadas em meio
ndo tratado e, quando utilizou-se piriproxifen a 5 %, as moscas disseminaram piriproxifen no
meio ja contendo ovos de moscas ndo tratadas tendo como resultado quase nenhuma mosca
emergida. Este resultado mostra que a mosca é capaz de carregar uma grande quantidade
piriproxifen na forma de po e transferir uma suficiente quantidade para as moscas em
desenvolvimento até onde 0s ovos sdo depositados (GEDEN; DEVINE, 2012).
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WHO (2006, 2008) avaliou piriproxifen para o uso como larvicida de mosquitos na dgua
de beber armazenada e, apesar de ser um pesticida relativamente novo, pode-se observar que
h& um potencial para direta exposicao atraves da dgua de beber quando diretamente aplicado
em um recipiente de armazenamento de agua potavel (WHO, 2008). A dose recomendada de
piriproxifen em agua potavel ndo deve exceder 0,01mg/I, que poderia ser equivalente a menos
que 1 % de consumo diario aceitavel para um adulto de 60kg que ingere 2 litros de agua por
dia. Para uma crianga de 10kg, bebendo 1 litro de agua por dia, a exposi¢do poderia ser de
0,01mg, de no maximo 1mg de consumo diario aceitavel. Dessa forma, piriproxifen € utilizado
no controle de A. aegypti em diversos paises, inclusive no Brasil.

Em estudo designado para avaliar a eficacia residual de piriproxifen contra o vetor da
dengue, sob condicdes laboratoriais e de campo na Malésia, utilizou-se duas dosagens (0,01 e
0,02 mg de ingrediente ativo/litro) em larvas de terceiro instar de A. aegypti mostrando uma
mortalidade na larva que pode ocorrer imediatamente ap0s a aplicagdo mas que, com o tempo,
frequéncia maior da mortalidade é observada durante a emergéncia de adultos, completamente
inibida por 4 meses, parecendo que piriproxifen tem alta especificidade contra a larva do
mosquito (VYTHILINGAM et al., 2005).

Seccacini et al. (2008) em estudo na Argentina, compararam os efeitos de piriproxifen
com o temefos, atualmente amplamente utilizado no controle de A. aegypti, concluindo que o
uso de 0,1 % ou 0,2% de piriproxifen em granulos de areia foi capaz de promover um controle
altamente efetivo nos estdgios imaturos nos sitios de criacdo, com completa inibicdo da
emergéncia de adultos por 150 dias e 80 % de inibi¢cdo por mais de 180 dias, dando uma boa
alternativa ao temefds para aplicacdo em graos de areia em lugares onde 0 mosquitos resistentes
ja foram reportados.

Bioensaios no Peru mostraram que piriproxifen, quando aplicado nos Gltimos instares
larvais de A. aegypti, inibe a emergéncia de adultos em concentragfes extremamente baixas
(LC50 0.012 ppb) ndo tendo havido emergéncia de adultos nas amostras de aguas tratadas com
0 equivalente a 50 a 83 ppb de piriproxifen, que foram analisadas cinco meses depois do
tratamento e continuavam sendo letais para larvas e pupas (SIHUINCHA et al., 2005).

Estudo a respeito de formulacdo contendo piriproxifen 5 %, liberacdo controlada, que
foi testada em caixas d'agua domésticas, visando a inibicdo da emergéncia de adultos das
populacdes de campo de A. aegypti, mensurada a cada duas semanas, durante 34 semanas, foi
conduzido no Camboja. Os indices de inibicdo da emergéncia excederam 90 % por até 20
semanas e permaneceram acima de 80 % até o fim do estudo, com 34 semanas, sem que
houvesse alteracdo no paladar nem efeitos indesejaveis relatados pelas familias que
consumiram a agua tratada (SENG et al., 2008).

Em Gltima analise, piriproxifen, atualmente utilizado no controle de larvas de A. aegypti
em inimeros municipios do Brasil, foi recentemente incriminado como possivel agente causal
da recente epidemia de microcefalia ocorrida no pais, levantando-se a hipdtese de que o
tratamento da &gua dos reservatorios domesticos seria 0 responsavel pela doenca
(ALBUQUERQUE et al., 2016). A microcefalia congénita é associada com fatores genéticos e
muitos agentes causais e, uma vez que a incidéncia de microcefalia no Brasil em 2015 foi 20
vezes maior que nos anos anteriores, Calvet et al. (2016) realizaram um estudo de deteccéo e
sequenciamento do Zika virus proveniente de fluidos amni6ticos de dois fetos diagnosticados
com microcefalia e os achados, como a deteccdo do genoma viral no fluido amniotico,
sequenciamento do genoma completo do virus isolado do paciente além da sugestdo de que o
Zika virus possa cruzar a barreira placentaria, podendo ser considerado um potente agente
infeccioso para fetos humanos, fortalecem a suposta a associacao entre Zika virus e casos de
microcefalia em neonatos no Brasil. Mais ainda, Albuquerque et al. (2016) realizaram um
estudo com abordagem ecoldgica para explorar a possivel associacdo entre a prevaléncia da
microcefalia com a utilizacdo de piriproxifen no estado de Pernambuco, primeiro Estado do

35



Brasil a detectar um aumento do numero de casos de microcefalia, comparado aos anos
anteriores. Foram avaliados dois grupos de municipios, onde um grupo de 11 municipios estava
exposto ao piriproxifen e outro, com 3 municipios, expostos ao Bacillus thuringiensis
israelensis (controle biologico). Pode-se notar que a média de prevaléncia de microcefalia nos
municipios controlados com Bacillus thuringiensis israelenses foi de 82 a cada 10.000 nascidos
vivos e a prevaléncia de microcefalia nos municipios onde utilizou-se piriproxifen foi de 69
para cada 10,000 nascidos vivos, valores que ndo diferem estatisticamente entre si, mostrando
que a prevaléncia de microcefalia nao foi tdo alta em areas com o piriproxifen. Na abordagem
ecoldgica, ndo ha nenhuma evidencia de correlagdo entre o uso do larvicida nos municipios e a
microcefalia, porém, o argumento de que melhorias no manejo ambiental para prevenir e
controlar doencas pode ser uma escolha melhor do que generalizar o uso de larvicida na 4gua
de consumo.

Piriproxifen também é utilizado no controle de pulgas C. felis em cées e gatos. Meola
et al. (1996) expuseram continuamente adultos e ovos de C. felis ao piriproxifen e mostraram
alteraces histopatoldgicas, como degeneracdo do corpo gordo, tibulos de malphighi, glandulas
acessorias do Macho, epitélio do intestino, glandulas salivares e odcitos com destruicdo
correspondente do ndcleo celular causada por piriproxifen. Além disso, muitas dessas células
foram ausentes em pulgas tratadas com piriproxifen até o sétimo dia apds tratamento ou entédo
foram sofrendo autdlise, efeito ndo encontrado nas pulgas do grupo controle, concluindo que a
morte celular e degeneracao de tecidos internos parece ser a causa da morte eventual de pulgas
expostas ao piriproxifen.

Meola et al. (2000) avaliaram os efeitos de piriproxifen oferecido em dieta sanguinea
para C. felis adultos quanto a sobrevivéncia, viabilidade dos ovos e desenvolvimento larval,
com resultados mostrando que piriproxifen foi ineficaz para o controle de pulgas adultas quando
administrado juntamente com a alimentacdo. Apenas aproximadamente 28 % de pulgas
alimentadas com dose contendo 100 ppm de piriproxifen morreram num periodo acima de 10
dias, comparado com 8 % de mortalidade do grupo controle. Apesar desse resultado, muitos
ovos coletados de adultos alimentados com piriproxifen na dieta eram escurecidos e colapsadas.
E, quando avaliou-se o desenvolvimento larval através da alimentacdo de larvas com sangue
excretado (fezes) proveniente de adultos alimentados com piriproxifen, pode-se perceber que
as fezes mataram as larvas das pulgas, uma vez que nenhuma destas larvas completou a
metamorfose com um tempo necessario para provocar a morte dependente da concentragdo na
dieta do adulto, sendo eficaz em todos os estagios larvais, indicando que altas concentracdes
nas fezes das pulgas sdo toxicas para as larvas ou ainda prevenindo a metamorfose de larva-
pupa ou pupa-adulto.

Rajapakse et al. (2002) em estudo realizado em 1992 para avaliar a eficacia e atividade
residual de metoprene, fenoxicarb e piriproxifen contra Pulgas no solo, revelaram que
fenoxicarb e piriproxifen permaneceram ativos até o dia + 63, eliminando proximo de 100 %
das pulgas testadas, enquanto que metoprene teve sua efetividade declinada significativamente
a partir do dia + 49. Quando comparados com metoprene, fenoxicarb e piriproxifen foram
altamente efetivos em concentragdes mais baixas durante todo o periodo de testes, sem
diferengas significativas até o dia + 42 do estudo, mostrando pouca mudancga na atividade no
periodo inteiro de teste com doses variando de 8,07 a 64,56 mg/m?. Ja o metoprene, variou
suas concentragdes de 8,07 a 32,28 mg/m?, tendo sido significantemente menos efetivo em
reduzir a emergéncia de adulto comparativamente.

Atualmente, estudos de desenvolvimento de produtos ectoparasiticidas estdo voltados
para as combinagOes de diferentes produtos, visando melhorar a terapéutica da velocidade de
letalidade do parasito (speed of kill), frequentemente considerada uma performance marcante
do parasiticida. Varloud e Fourie (2015) avaliaram o inicio da eficacia utilizando uma
combinacdo topica de dinotefuran-permetrina-piriproxifen (Vectra 3D) e a performance
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residual 2 e 6 horas p0s tratamento e apds, em reinfestaces por mais de um més, contra C. felis
em cachorros na forma de “spot on” e mostraram que, duas horas apds a administracdo de
dinotefuran-permetrina-piriproxifen, ja havia uma eficcia de 23 % que, em seis horas, subiu
para 96,5 %. Com relacéo as reinfestacGes, de 7 a 28 dias, 0 composto matou 96,8 % das pulgas
2h depois de cada reinfestacdo e que, dos 7 aos 21 dias p6s tratamento, dinotefuran-permetrina-
piriproxifen foi capaz de matar 98,6 % das pulgas, sem que nenhum efeito adverso fosse
observado nos animais tratados.

Rust e Hemsarth (2016) avaliaram o sinergismo da combinacdo dos IGR’s metoprene e
piriproxifen contra larvas de pulgas C. felis e puderam mostrar que as concentracdes de
metoprene podem ser reduzidas em até trés vezes, quando piriproxifen for utilizado
sinergicamente.

Pouco estudos tem sido conduzidos para avaliar a atuacdo de piriproxifen contra H.
irritans, apesar da literatura dispor de informaces relevantes em relacdo a acdo deste IGR no
controle de A. aegypti, M. domestica, C. felis. A seguranca para a utilizacdo desse IGR tem sido
demonstrada também através do seu emprego sisteméatico no controle de A. aegypti, através do
tratamento da &gua das caixas d’agua das residéncias, sem notificaces de eventos adversos.
No mundo e no Brasil sdo inUmeros os reportes de populacfes resistentes de H. irritans contra
0s grupamentos dos piretroides e organofosforados, o que remete a necessidade de buscar por
alternativas atualmente eficazes para o controle deste parasito. Os IGR"s tem se mostrado uma
ferramenta eficaz para o controle da H. irritans, conforme estudos conduzidos com metoprene
e diflubenzuron. Deste modo, estudos para avaliar o potencial de outros IGR’s para o controle
desta praga sdo necessarios.
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3 MATERIAL E METODOS

Para a determinagéo do potencial do piriproxifen empregado por via oral em bovinos no
controle das formas evolutivas presentes no bolo fecal, realizou-se, inicialmente, um ensaio in
vitro para a determinagdo das concentracdes letais. Nesta etapa, diferentes concentracdes de
piriproxifen foram adicionadas as fezes coletadas de bovinos mantidos sem tratamento (animais
doadores) e, posteriormente, ovos de H. irritans foram incubados. Avaliou-se o
desenvolvimento de ovo a adulto, estabelecendo-se o gradiente de concentracdes letais.
Posteriormente, realizou-se, de modo inédito, um estudo in vivo para a confirmacdo das
concentracdes letais 50 e 99 de piriproxifen nas fezes, quando empregadas por via oral em
bovinos. Neste estudo foram utilizados bovinos, divididos em trés grupos (controle, CL50 e
CL99). Os grupos medicados foram tratados diariamente com piriproxifen por via oral nas
dosagens correspondentes a CL50 ou CL 99. Ovos de H. irritans foram expostos as fezes destes
animais, possibilitando assim a comparacdo entre os achados in vitro e in vivo.

Concomitantemente, uma aliquota de aproximadamente 250 g de fezes de cada bovino
foi coletada nos mesmos dias de incubacdo, acondicionada e posteriormente enviada ao
laboratdrio Labfor para detecgdo e quantificacdo de piriproxifen.

Para auxiliar no entendimento do comportamento de piriproxifen no sangue de bovinos,
realizou-se um estudo onde utilizou-se bovinos jovens e adultos divididos em dois grupos
(CL50 e CL99), os quais foram medicados em dose Unica e submetidos as coletas de sangue
seriadas para obtencao da curva plasmatica.

3.1. Teste in vitro para Determinacao das Concentracoes Letais — Concentracgao Letal
50 (CL50) e Concentracao Letal 99 (CL99)

3.1.1. Animais doadores de H. irritans e fezes

Dez bovinos adultos, entre machos e fémeas, mesticos de racas leiteiras, GirXHolandés,
pelagem predominantemente escura, entre quatro e dez anos de idade, provenientes do Plantel
de bovinos do Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria,
vinculado ao Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(LQEPV/UFRRJ) foram utilizados exclusivamente como doadores de adultos de H. irritans
para obtencdo de ovos e de fezes para a confeccao dos substratos que foi utilizado nos testes in
vitro. Esses animais foram mantidos sem qualquer tipo de tratamento contra ectoparasitos
durante todo o periodo de coleta de material.

O estudo completo foi aprovado pela CEUA FAPUR sob o numero 70/13.

3.1.2. Acomodacéo e alimentacéo dos animais
) Os doadores de moscas e fezes foram acomodados em um mesmo piquete localizado na
Area de Campo Experimental — LQEPV/UFRRJ durante o periodo de coleta de moscas e
alimentaram-se de pasto nativo e agua potavel proveniente da rede de abastecimento urbana de
Seropédica ad libitum.

3.1.3. Coleta de H. irritans a campo para obtencéo de ovos

Com auxilio de pucéd entomoldgico, confeccionado com tecido organza, ideal para o
tamanho da mosca, foram coletados exemplares de H. irritans diretamente da superficie
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corporal dos bovinos doadores (Figura 1A). Imediatamente ap6s a coleta, os adultos foram
acondicionados em gaiola plastica de tamanho 26 x 25 x 24 cm, com tampa telada pelo mesmo
tecido e abertura frontal para eventuais manipulagdes (Figura 1B). O fundo da gaiola foi forrado
com papel tipo absorvente umedecido com agua, para auxiliar na manutencdo da umidade e
servir de leito para que as massas de ovos fossem depositadas. A técnica utilizada para o
armazenamento de adultos e posterior recuperacéo de ovos foi semelhante a de (LIMA; PERRI,;
PRADO, 2010), com duas adapta¢cfes: uma quanto ao tamanho da gaiola, que necessitou ser
reduzido para que coubesse no interior da estufa climatizada; e a outra, quanto ao tipo de papel
utilizado para forrar o fundo da gaiola, em que o papel filtro umedecido foi substituido por
papel do tipo absorvente, igualmente umedecido.

Ap0s a coleta de quantidade suficiente de adultos no campo, a gaiola foi imediatamente
conduzida ao LQEPV e acondicionada em Estufa Incubadora tipo Demanda Bioquimica de
Oxigénio (B.O.D) com Temperatura de 35,0 £ 2 °C, Umidade Relativa (UR) de 80 +5 % e
fotoperiodo positivo, por aproximadamente seis horas, para posterior coleta de ovos.

Figura 1- (A) Puca entomoldgico de Organza com exemplares de H. irritans recém-capturados;
(B) Gaiolas de acondicionamento de H. irritans para oviposicao.

3.1.4. Coleta de ovos de H. irritans

Aproximadamente seis horas ap6s o acondicionamento das gaiolas em Estufa
incubadora, estas foram retiradas, transferidas para temperatura ambiente por cinco minutos e
entdo a acondicionadas em freezer com temperatura -20 + 5 °C, por um periodo médio de 10
minutos, para que houvesse a reducdo da movimentacao dos adultos e, dessa forma, facilitasse
a retirada do papel absorvente imido do fundo das gaiolas juntamente com as massas de ovos
(Figura 2A). Nesse momento, os adultos foram descartados e os ovos, coletados com o auxilio
de pincel n° 0 umedecido com &gua para auxiliar na retirada de massas de ovos depositadas
sobre o papel (Figura 2B) e posterior colocacdo direta dos ovos no papel filtro depositado sobre
0 substrato de cada repeticéo.
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Figura 2 — (A) Papel filtro apos ter sido retirado da gaiola, contendo ovos depositados por H.
irritans; (B) Pincel nimero zero e massa de ovos de H. irritans.

3.1.5. Coleta de fezes para confeccédo dos substratos

Os bovinos destinados a doagéo de fezes foram contidos em tronco Coimma® para coleta
das fezes direto da ampola retal. Uma vez coletado, os animais foram soltos e o material
encaminhado para o LQEPV. Com este material foi preparado um pool de fezes, denominado
substrato.

3.1.6. Montagem das repeti¢cdes das unidades experimentais

Cada unidade experimental consistia em aproximadamente 20g de substrato, pesado em
Balanca de precisdo da marca Marte® com trés casas decimais no grama (g), acondicionado em
copo descartavel com capacidade para 100 mL. O teste in vitro para a determinacdo das
concentragOes letais foi realizado em triplicata para cada concentracdo empregada e grupo
controle. O teste in vivo para a avaliacdo da eficacia do tratamento com piriproxifen
administrado por via oral em bovinos no controle das formas imaturas de H. irritans foi
realizado em duplicata.

Sobre o substrato, depositava-se um quadrado de papel filtro imido medindo 2,0cm de
lado e entdo pincelava-se 30 ovos, provenientes das massas obtidas no papel absorvente, em
cada unidade experimental (Figura 3A). As amostras eram individualmente fechadas com
tecido sintético TNT preto, envoltas por elastico amarelo de borracha natural para vedar a boca
do copo (Figura 3B). e acondicionadas dentro de Estufa Incubadora, com temperatura de 27 +
2 °C e umidade relativa entre 75 + 5 %, monitoradas por Datalog, observado diariamente. A
metodologia utilizada para a recuperacdo de ovos e montagem das unidades experimentais foi
adaptada de (MOCHI, 2009).
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Figura 3 — (A) Unidade experimental com ovos de H. irritans depositados no papel filtro sobre
0 substrato; (B) Unidades experimentais fechadas com TNT e elastico.

3.1.7. Preparo das solucdes experimentais

Antes da incubacdo dos ovos nas unidades experimentais, foi preparada uma solugéo
estoque de piriproxifen (101,48 %) de 1mg/mL utilizando acetona como diluente para a
determinacdo das concentragdes letais. A partir desta solugdo, foram preparadas 21 dilui¢cGes
com volume de 2mL em agua com as seguintes concentracgdes: 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 e 1700 ng/mL (ppb)
além do placebo, que foi preparado apenas com a solucdo acet6nica no volume utilizado para a
diluico da maior concentracdo de piriproxifen e o controle, apenas com agua. Estas dilui¢cGes
foram preparadas em triplicata e adicionadas aos substratos com auxilio de palito de sorvete
com bordas distais quadradas, de forma circular e homogénea, homogeneizando quinze vezes
no sentido horério e quinze, no anti-horario para garantir que a solucdo ficasse bem distribuida
em todo o substrato.

3.1.8. Definigéo e formulas das taxas utilizadas:

Taxa de sobrevivéncia de larvas (TxSobrevivéncia(aras)): define o percentual de larvas
que sobreviveram e se tornaram pupas, a partir das larvas eclodidas.

Taxa de sobrevivéncia de pupas (TxSobrevivénciapupas)): define o percentual de pupas
que foram capazes de finalizar o ciclo e emergir como adultos.

Taxa de sobrevivéncia total (TxSobrevivénciagotan): define o percentual de adultos
emergidos no final do ciclo a partir de larvas eclodidas.

TxSobrevivénciaaras) = 100 — (100 X ndmero total de larvas mortas)/nimero total de larvas
eclodidas

TxSobrevivénciapupas) = 100 — (100 X ndmero total de pupas mortas)/nimero total de pupas
formadas

TxSobrevivénciaotay = 100 — (100 X nimero total de individuos mortos)/nimero total de larvas
eclodidas

41



Eficacia = % de emergéncia de adultos do Grupo Controle - % de emergéncia de adultos do
Grupo Medicado/% de emergéncia de adultos do Grupo Controle X 100

3.1.9. Avaliacao da eclodibilidade das larvas

Ap0s 48 horas da incubacdo das amostras, o papel filtro com os ovos foi retirado do
substrato para a realizacdo da avaliacdo da eclodibilidade das larvas.

O procedimento foi realizado com o auxilio lupa estereoscopica e luminéaria, além de
estilete parasitoldgico confeccionado com agulha de calibre 25 X 0,7 mm presa ao palito tipo
de churrasco. A eclodibilidade consistiu em pressionar cada ovo que fora depositado sobre o
papel filtro anteriormente com a ponta do estilete parasitoldgico e, uma vez eclodidos,
observou-se apenas a casca facilmente amassavel e, muitas vezes, a abertura opercular. Da
mesma forma, quando os ovos pressionados ndo estavam eclodidos, poderia ou ndo haver som
de estalo caracteristico de ruptura da casca ou somente o0 extravasamento de conteldo
embrionario, caracterizado macroscopicamente como uma larva morfologicamente bem
formada morta ou apenas contetdo de aspecto viscoso leitoso esbranquicado ou amarelado. A
técnica utilizada para a avaliacdo da eclodibilidade das larvas foi semelhante a descrita por
(MOCHI, 2009).

3.1.10. Separacéo de pupas

Ovos de H. irritans mantidos sob a temperatura de 27 + 2 °C e umidade de 50 a 55 %,
podem ter suas pupas recolhidas apdés o oitavo dia da incubacdo. (BEADLES et al., 1975;
SCHMIDT; HARRIS; HOFFMAN, 1967). Dessa forma, as pupas permaneceram nas placas de
petri do oitavo ao décimo quinto dia, para observacdo da emergéncia de adultos e, caso isso ndo
acontecesse no tempo esperado, as pupas eram dadas como mortas.

No oitavo dia apds a incubacdo, as unidades experimentais foram retiradas da estufa e
manipuladas para a separacdo das pupas (Figura 4A). Apds abertas, foram preenchidas com
aproximadamente 50 mL de &gua potavel proveniente da rede de abastecimento urbana de
Seropédica, para auxiliar a solubilizacdo do substrato e, consequentemente, a retirada das pupas
sem que fossem danificadas por acdo mecénica. O substrato foi misturado até que se tornasse
diluido e a maioria das pupas boiassem, facilitando a coleta (Figura 4B).

Figura 4 — (A) Pupas formadas sobre o substrato; (B) Pupas flutuando sobre substrato diluido
em agua no momento da catacdo, no oitavo dia.
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Com auxilio de pinga entomoldgica flexivel, as pupas foram retiradas do substrato
solubilizado, este foi coado com auxilio de peneira comum e as pupas, que por algum motivo
n&o flutuaram, puderam ser encontradas nesse momento, no interior do material fibroso restante
do substrato, com auxilio de colher descartavel.

Todas as pupas encontradas foram delicadamente acomodadas sobre almofada de
algodéo prensado, umedecida com 2 mL de agua destilada, dentro de placas plasticas de petri
10 x 10 x 2 cm previamente preparadas e, posteriormente fechadas com fita crepe com 4 cm de
largura afim de ocluir totalmente qualquer brecha da placa (Figura 5A). As amostras retornaram
para a estufa apds o término da separacao das pupas e o substrato foi descartado.

3.1.11. Observacdo da emergéncia de adultos

De acordo com 0 modelo de predicdo para a emergéncia das ultimas moscas a partir da
temperatura ambiental obtido pela equacao de regressaio DNUM (dia de nascimento das Gltimas
moscas)=67,4-2xTemperatura (em °C) (COLLARES, 1990), em criacdo mantida a uma
temperatura de 27 °C todas as moscas deverdo ter emergido em menos de 13,4 dias. Dessa
forma, no décimo quinto dia, as placas de petri contendo as pupas foram retiradas da estufa
(Figura 5C) abertas e os adultos que emergiram das pupas foram observados para confirmacao
da espécie e contados, finalizando o estudo.

3.1.12. Célculo das concentracdes letais

As doses letais foram calculadas a partir dos resultados do estudo in vitro pelo Programa
IBM SPSS Statistics através de Andlise de Probit.
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Figura 5 — (A) Pupas acomodadas em almofada de algodao, apos catagédo; (B) Exemplar de
pupa e adulto de H. irritans (Aumento de 12x); (C) Placas de petri (R1 e R2) abertas no décimo
quinto dia de estudo para observacdo da emergéncia de adultos.
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3.2. Avaliacgéo da Eficacia de piriproxifen administrado por via Oral no Controle H.
irritans — Teste in vivo

3.2.1. Animais

Foram utilizados 21 bovinos adultos, 6 machos castrados e 15 fémeas ndo prenhes, raca
Red Angus, com idades entre 25 a 120 meses, com pesos variando entre 229 a 501kg,
pertencentes ao Plantel de bovinos LQEPV.

3.2.2. Acomodacdo e alimentacdo dos animais

Os animais foram acomodados em piquete localizado na area de Campo Experimental
— LQEPV ndo havendo separacdo fisica entre os grupos experimentais e alimentados com
silagem de sorgo, pasto nativo e agua potavel proveniente da rede de abastecimento urbana de
Seropédica ad libitum.

3.2.3. Célculo das doses a serem administradas por via oral em forma de capsula
aos bovinos

Apds a determinacdo in vitro das concentracdes letais para as formas imaturas de H.
irritans delineou-se um pensamento para o célculo estimativo das doses utilizadas no
tratamento dos bovinos. Considerando-se um bovino adulto, os seguintes parametros foram
utilizados: até 150 litros de capacidade maxima dos estdmagos e excrecdo de 30 a 50 kg de
fezes pastosas por dia, divididas de 10 a 24 vezes (DIRKSEN; GRUNDER; STOBER, 2008).
A partir destes parametros, pode-se considerar que bovinos possuem dois compartimentos de
diluicdo de amostra, conceito utilizado para determinar o que ocorre com o farmaco em funcéo
do tempo, desde 0 momento de sua administracdo até ndo ser mais encontrado no organismo
(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013) onde uma seria o rimen e a outra, as fezes. Sabendo-
se também que a principal via de excrecdo de piriproxifen administrado por via oral em ratos
sdo as fezes, que em estudo de metabolismo mostrou ser excretado de 89 a 92 % via fecal
(MATSUNAGA et al., 1995) e, estimando que comportamento semelhante também ocorra no
organismo de bovinos, ou seja, com excrecdo quase total de piriproxifen nas fezes, pode-se
considerar que quase totalidade da dose administrada seria diluida em até 150 L de estbmagos
e 50kg de fezes. Segundo Colucci et al. (1982) o tempo de passagem total da digesta de bovinos,
para forragens, varia de 43,3 a 79,7 horas, dependendo da quantidade consumida e da qualidade
da forragem oferecida ao animal. Dessa forma, adotou-se o tempo de 72 horas para o
esvaziamento total do trato digestivo de um bovino adulto. A mediana da quantidade de fezes
produzidas por dia foi de 17 porc¢des de fezes e, considerou-se um valor maximo de 24 porcoes
por dia, totalizando 50 kg de fezes produzidas por dia. Assim, calculando-se a média de peso
por defecagdo, calculou-se a média 17 e 24 porgdes de fezes produzidas, e encontrou-se um
peso medio de 2,0 e 3,0kg de fezes por por¢édo. Entdo, os calculos estimativos da CL 50 e da
CL99, em miligramas (mg/ml), estdo expostos abaixo:

CL50 ou CL99(teste in vivo) = (CL50 ou CL99(teste in vitro) em ppb X peso das fezes
emmg) X 3

Multiplicou-se por 3 para representar o contetdo total do rumen em relacéo a quantidade
méaxima de fezes que um bovino adulto pode excretar por dia.

44



Para o calculo da CL50 (teste in vivo) utilizou-se o valor médio aproximado entre as
CL50 calculadas para 2,0 e 3,0 kg de fezes. Para o calculo da CL99 (teste in vivo) utilizou-se
somente peso de 3,0 kg para as fezes.

3.2.4. Confecgdo e preenchimento das capsulas

Com o objetivo de possibilitar administracdo oral de piriproxifen nos bovinos de forma
pratica e segura foram confeccionadas capsulas, nimero zero, contendo piriproxifen (Figura 6).
de acordo com a dosagem estabelecida para cada grupo e preenchidas da seguinte maneira: as
capsulas do grupo G2,5 foram preenchidas com 2,5 mg de piriproxifen. Estas capsulas foram
confeccionadas pela equipe de farmacometria do LQEPV/UFRRJ e possuiam teor de 115 %.
As cépsulas do grupo G40 possuiam 40 mg de piriproxifen e teor de 101,48 %. Cada capsula
foi unida a seis céapsulas vazias de mesmo tamanho, com o auxilio de uma solugdo
carboximetilcelulose (CMC) e um suporte para manté-las no formato ideal até completa
secagem. O processo de secagem foi realizado em capela de exaustdo por, no minimo, 12 horas
Apds esse periodo, as capsulas unidas assumiram um formato cilindrico semelhante a um bolus,
com comprimento reduzido, tendo sido entdo administradas para os bovinos de forma acoplada
ao aplicador de bolus.

Cépsula com Cépsula Cépsula com

. > @ .Piriproxifen Vazia CMC
Suporte

Figura 6 — Esquema de montagem das capsulas administradas por via oral em bovinos.
3.2.5. Pesagem dos animais

Os animais foram pesados em Balanga Coimma® modelo KM3-N no dia anterior ao
tratamento, considerado D -1.

3.2.6. Avaliacdo da Eficécia do Tratamento no controle de H. irritans

Afim de avaliar a atividade de piriproxifen eliminado no bolo fecal sobre as formas
imaturas de H. irritans, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos
experimentais por sorteio, realizado de trés em trés animais, que previamente foram pré-
selecionados pelo sexo e pelo peso, comegando com os trés machos mais pesados, distribuindo
um em cada grupo, seguidos pelos trés machos restantes, garantindo assim, dois machos por
grupo experimental. Em seguida, repetiu-se 0 mesmo procedimento para as fémeas do estudo,
completando cada grupo com sete animais, dois machos e cinco fémeas. A proporcdo entre
machos e fémeas foi estabelecido em fungdo da disponibilidade de animais no plantel. Os
grupos foram denominados Grupo Controle (GC), onde os animais foram mantidos sem
tratamento; Grupo G2,5 onde o0s bovinos receberam a dose de piriproxifen necessaria para matar
50 % dos insetos submetidos as suas fezes, correspondente a CL50; e Grupo G40, no qual os
bovinos receberam a dose extrapolada de piriproxifen necessaria para matar 99 % dos insetos
submetidos as fezes deles, correspondente ao dobro da CL99. A partir do dia zero (D 0) até o
dia + 12 (D + 12), os animais foram contidos em tronco Coimma® e tratados diariamente (SID)
com piriproxifen, administrado por via oral sob a forma de capsulas (Figuras 7A e 7B)
especialmente confeccionadas para bovinos, com o auxilio de aplicador de bolus, conforme
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pode ser observado nas Figuras 7C e 7D.

Figura 7 — (A) Céapsula pronta, visdo superior; (B) Capsula pronta, visdo lateral; (C) Aplicador
de bolus utilizado para a administracdo das capsulas; (D) Momento da introducdo da capsula
por via oral em bovino contido em tronco de contencao.

Houve incubagdo de ovos de H. irritans em cinco momentos do estudo: antes do
tratamento (Dia zero), primeira incubacdo ap6s o tratamento (Dia + 3), segunda incubacgéo apds
o tratamento (Dia + 6), terceira incubagdo apés o tratamento (Dia + 10) e quarta incubagéo (Dia
+ 13) apds o tratamento. Foram coletadas fezes diretamente da ampola retal de cada animal de
todos os grupos experimentais, identificadas individualmente e utilizadas para avalia¢do in vitro
da atividade de piriproxifen presente nas fezes.

3.2.7. Quantificacao de piriproxifen nas fezes dos bovinos tratados por via oral

Parte do material fecal dos animais dos grupos tratados (G2,5 e G40) coletado nos dias
zero, +3, +6, +10 e +13 foi armazenado separadamente, congelado em freezer com temperatura
-20 + 5 °C e encaminhado ao laboratério Labfor® para determinacdo da concentracdo de
piriproxifen que, juntamente com os resultados de eficacia do teste in vivo, foram utilizados
para analise de farmacocinética e farmacodinamica, comparando os valores de eficacia a partir
das doses administradas (G2,5 e G40) com as concentragcdes de piriproxifen encontradas nas
fezes dos animais tratados.

3.2.8. Validacao do método analitico para amostras fecais
A validacdo da metodologia foi realizada conforme a norma Vich GL49 (VICH GL49,

2016) avaliando-se os seguintes itens: identificacdo; carry-over; seletividade; linearidade;
exatidao; precisao; limite de quantificacdo e efeito de matriz.
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A identificacdo foi realizada através da infusdo direta de uma solucdo de piriproxifen
no detector de massas. A solucéo utilizada foi de concentracdo 1000 pg/kg sendo selecionadas
as transigdes 322>96 e 322>227Da para quantificagédo e qualificagdo, respectivamente.

O teste de Carry-over avaliou o carreamento de interferentes ou contaminantes de uma
injecdo para outra. Para isto, foram realizadas analises cromatograficas na seguinte ordem:
branco, piriproxifen a 200 pg/kg, branco, 5 png/kg. Este teste € considerado satisfatorio quando
ndo é observado presenca de sinal superior a 20% do valor observado do limite de quantificacéao.

A seletividade, que € a capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito na
presenca de outras substancias que posam existir no sistema teste, foi avaliada através da anélise
de seis sistemas de teste sem a presenga do analito, chamados “brancos”, que foram extraidos
e comparados com sistema teste fortificado.

A linearidade, que é a capacidade do método em obter resultados diretamente
proporcionais, relacionando as concentragdes de um analito dentro de uma determinada faixa
de concentracdo, foi avaliada com o preparo de trés curvas de calibracdo matrizadas com oito
pontos cada uma, injetadas em duplicata, abrangendo as concentracdes entre 3, 5, 15, 25, 50,
100, 150 e 200ug/Kg. Este teste é considerado satisfatorio quando as seguintes condi¢Bes sdo
atendidas: o coeficiente de correlagdo linear for maior do que 0,98; os residuos forem
homocedasticos (teste de Cochran); os residuos forem homogéneos (teste de ANOVA); a
dispersdo dos residuos for aleatoria.

A faixa de trabalho, que € definida pelo intervalo de aplicacdo do método analitico que
compreende desde o limite de quantificacdo do método, limite inferior, até o maior ponto da
curva de calibracdo avaliada no teste de linearidade, limite superior, foi testada através da
linearidade.

A Precisdo é definida como a capacidade de um método em apresentar resultados
préximos, obtidos através de repetidas afericdes de maltiplas aliquotas de uma Unica fonte de
matriz. J& a exatiddo é definida como a capacidade de um método em gerar resultados em
concordancia com o valor de referéncia. Os testes para precisdo e exatiddao foram realizados
através da analise de 5 amostras independentes, variando-se a data de andlise e/ou analista
executor, nas concentracdes de 5 pg/Kg (Baixo) e 150ug/Kg (Alto). Os resultados foram
avaliados quanto ao coeficiente de variacdo em cada nivel de concentracdo e o percentual de
exatiddo em relacdo a concentracao tedrica, sendo considerado satisfatério quando atendidos
os criterios de aceitacdo descritos na tabela 1. Para o calculo da exatiddo foi utilizada a seguinte
equacao:

Exatiddo (%) = (concentracdo experimental individual/concentracéo teorica) x 100.

Tabela 1 — Critérios de exatiddo e precisdo utilizados.

~ Exatidéo (%) Precisdo — CV (%)
Concentragdo (ug/kg) Minimo Maximo Minimo Maximo

<1 50 120 30 45

>=]1e <10 60 120 25 32

>=10 e <100 70 110 15 23

>=100 80 110 10 16

Limite de Quantificacdo (LQ) é a menor concentracao do analito de interesse, que pode
ser quantificado com precisdo e exatidao durante as analises.

O efeito matriz, que é definido como incremento ou supressdo no fator de resposta do
detector frente a um analito presente na matriz quando comparado ao mesmo analito em
solvente, foi utilizado para determinar se a matriz pode ou néo ser substituida por solvente no
preparo da curva de calibragéo, tendo sido realizado em duas etapas.
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Na primeira etapa, realizou-se o célculo do fator matriz (FM), razéo entre as curvas de
calibracdo matrizada e no solvente, tendo considerado como resultado para auséncia de efeito
matriz valores proximos a 1 com variagdo de até 15%.

Na segunda etapa, comparou-se precisdo e exatidao nas quantificacdes teste, utilizando
a curva de calibragdo matrizada e no solvente. Neste segundo teste, valores de exatidao e
precisdo dentro dos critérios de aceitacdo ja descritos na tabela 1 indicaram que ndo havia efeito
de matriz e a curva de calibracdo pode ser construida em solvente. Caso contrério a curva
deveria ser realizada em matriz.

A substancia de referéncia de piriproxifen foi adquirida pelo Labfor®, lote BCBT3748
com pureza de 98,7% do fabricante Sigma Aldrich®. Utilizou-se um cromatdgrafo liquido
HPLC Shimadzu LC — 30 AD (LC.07) acoplado a um Detector de massas AB Sciex/API 3200
(AP1.03) e coluna cromatografica Supelco, Discovery HS C18 (3,0pm x 4,6mm x 50mm).

A cromatografia foi realizada em sistema gradiente, com uma vazdo de 700pL.min?,
volume de injecdo de 5,00uL e forno a 55°C. Sob essas condigdes, o tempo de retengdo de
piriproxifen foi de 2,39 minutos. As extragdes das amostras foram realizadas utilizando o
sistema QUEChERS.

Foi preparado uma solucdo estoque de piriproxifen de 1mg/mL. Esta solucdo foi
armazenada em freezer com temperatura monitorada de <-10°C. As solugdes de trabalho foram
preparadas a partir da solucdo estoque através de diluicdo simples, utilizando acetonitrila até as
concentragdes 3; 5; 15; 25; 50; 100; 150 e 200ng/mL.

A fase movel foi composta de &cido formico 0,1% (fase A) e uma mistura de agua:
acetonitrina:acido formico de 1:1:0,001 (fase B). O gradiente foi realizado conforme tabela 2:

Tabela 2 — Gradientes de concentracdo de B de acordo com o tempo.

Tempo (minutos) Concentracéo de B (%)
0,3 20
0,5 100
2,6 100
2,8 20
35 20

O QUEChERS era composto de 300g de sulfato de magnésio e 50g de silica C18
homogeneizados e aliquotados em amostras de 175mg. A extracdo foi realizada adicionando-
se 2 mL de acetonitrila e 0,5 g e cloreto de sddio em cada microtubo contendo 1g de sistema
previamente fortificado. Depois, agitou-se 0s tubos por cinco minutos em agitador mecanico,
sequido de centrifugacdo por cinco minutos a 4500rpm. Apos, transferiu-se uma aliquota de
1mL do sobrenadante para novos tubos de 2mL contendo sal de clean up. Agitou-se os tubos
por aproximadamente 25 segundos e, na sequéncia, centrifugou-se durante cinco minutos a
14000rpm. O sobrenadante final foi filtrado e essas aliquotas provenientes do processo de
exracao/clean up foram analisadas no LC-MS/MS.

3.2.9. Metodologia para criagéo in vitro de H. irritans

A metodologia para a Coleta de H.irritans a campo para obtencéo de ovos, assim como
a coleta de ovos de H. irritans, a montagem das repeti¢cOes das unidades experimentais e a
avaliacdo in vitro da atividade de piriproxifen sobre as formas imaturas de H. irritans, seguiram
a mesma metodologia descrita nos subitens 3.1.4 a 3.1.11, com apenas uma modificacdo
referente aos animais doadores de fezes para substrato, que nessa fase do estudo foram os
animais tratados, cujas fezes foram coletadas individualmente, identificadas e submetidas a
avaliacdo da eficacia; e exclusdo da realizacdo do item 3.1.8, que se refere ao preparo das
solucBes experimentais, uma vez que nesse momento, ndo se aplica ja que os animais tratados
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desempenharam esse papel.
3.2.10. Estatistica

Todo o célculo de eficécia foi realizado sobre percentuais e, neste caso, como os valores
ficariam restritos de 0 a 100 %, além do desvio padrdo apresentar valores que levariam a
variacgOes fora deste intervalo (0 a 100 %) em torno da média, para qualquer grupo experimental,
em qualquer das datas, os dados foram submetidos a transformacao angular usando-se Arcsen
VX, onde X foi expresso em % / 100, ou seja, X <1. Posteriormente a transformagao, os dados
foram comparados através de analise de variancia, seguida de Teste de LSD de Fisher.

A homocedasticidade, que se refere a avaliacdo da existéncia de outliers entre dados de
cada concentracdo, foi realizada através do teste de Cochran.

A homogeinidade, que avalia a semelhanca entre as médias obtidades entre as curvas de
calibracdo, foi realizada pelo ANOVA, Teste F.

A equacdo da reta e coeficientes de correlagéo linear (r), foram obtidos automaticamente
pelo software Analyst®.

A exatiddo foi calculada automaticamente pelo software Analyst®.

3.3 Construcgédo da Curva Plasmética do Piriproxifen
3.3.1. Animais

Foram utilizados 20 bovinos jovens, 6 machos e 14 fémeas, raca Red Angus, com idades
entre 6 a 22 meses, com pesos variando entre 116 a 255 kg, pertencentes ao Plantel de bovinos
Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria, vinculado ao
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (LQEPV/UFRRJ).

3.3.2. Acomodacéo e alimentacéo dos animais

Os animais foram acomodados em piquete experimental localizado na Area de Campo
Experimental — LQEPV/UFRRJ ndo havendo separacdo fisica entre 0s grupos experimentais e
alimentados com silagem de sorgo, pasto nativo e agua potavel proveniente da rede de
abastecimento urbana de Seropédica disponibilizada em de cochos com boia “ad libitum”.

3.3.3. Tratamento em dose Unica

Afim de avaliar a atividade de Piriproxifen no plasma dos bovinos, os animais foram
divididos em dois grupos experimentais compostos por dez animais em cada grupo,
denominados G2,5U (grupo 2,5 mg dose Unica) e G40U (grupo 40 mg dose Unica).

Os animais foram contidos em tronco Coimma® e tratados com Piriproxifen
administrado da mesma forma e dose do estudo de eficacia. Ap6s o tratamento, os animais
foram novamente contidos para realizagdo da coleta de sangue via pungéo de veia jugular, com
auxilio de adaptador de coleta a vacuo e agulha para coleta multipla de sangue a vacuo, medindo
25x8 (21G), nos seguintes momentos: 4 h, 6 h, 10 h, 18 h, 24 h e 48 h apds o tratamento. O
material foi armazenado em tubo com anticoagulante heparina sddica e encaminhado ao
LQEPV para obtencdo do plasma, através da centrifugacdo dos tubos heparinizados a 756xG
por 15 minutos. Separou-se duas amostras de 1 mL de plasma que foram congeladas a -20 °C e
encaminhadas ao Laboratorio Labfor® para quantificacdo de piriproxifen, afim de construir a
curva plasmatica em bovinos.
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3.3.4. Validacao do método analitico para amostras de plasma

A validagéo para quantificagéo de piriproxifem em plasma seguiu 0s mesmos moldes e
metodologia utilizados para as amostras de fezes, com alguns ajustes:

Para verificacdo da exatidao e preciséo foram utilizadas as concentragdes de 2,50ug/kg
(Baixo) e 150ug/kg (Alto);

A faixa de trabalho foi de 1,5; 2,5; 10; 25; 50; 100; 150 e 200 pg/L; o carry-over foi
realizado com a seguinte sequéncia: branco, piriproxifen 200 pg/kg, branco, piriproxifen a 2,5
Hg/kg;

A extracdo foi realizada adicionando-se 500uL de uma mistura acetonitrila:acido
acético 95:5 em cada microtubo contendo 250pL de amostra, agitando por 25 segundos, seguido
de centrifugacdo por 5 minutos a 14000rpm, sem controle de temperatura. Apds a centrifugacéo,
todo o sobrenadante contido nos microtubos foi filtrado. As aliquotas finais, foram analisadas
por LC-MS/MS.

A cromatografia foi realizada a uma vazéao de 500puL.min*com volume de injecdo de 3
uL e tempo de retencdo do piriproxifen de 2,36 minutos.

Os demais parametros foram idénticos aos aplicados para analise de fezes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste in vitro para Determinacao das Concentracdes Letais

Os trés maiores percentuais de eclodibilidade do teste in vitro foram de 97,78 % para a
concentracdo 1400 ppb; 96,67 % para as concentracdes 500 e 1500 ppb e, 95,56 % para 20 ppb,
em contraste com as trés menores taxas, que foram 73,33 % para 30 ppb; 75,56 % para as
concentracdes 40 e 100 ppb e, 80,00 % para as concentracdes 50 e 900 ppb, com o0s grupos
controle e placebo apresentando um percentual de 86,67 % e 90,00 % de eclodibilidade,
respectivamente. Para a concentracao 300 ppb, houve um percentual de eclodibilidade de 85,56
% e para 1700 ppb, a maior concentragdo, um percentual de 82,2 %.

Os valores médios de eclodibilidade encontrados neste estudo estdo compreendidos
entre os valores médios encontrados em outros estudos como, por exemplo, no estudo de Bay
e Harris (1978) que estabeleceram uma pequena colbnia de criacdo de H. irritans e obtiveram
uma eclodibilidade variando de 86 a 91 %. Lima et al. (2010), em estudo para determinacdo do
percentual de ecloséo de ovos de H. irritans, conseguiu uma eclodibilidade compreendida entre
60 e 100 % em dois anos de estudo. Lima et al. (2014) obtiveram valores entre 83 e 100 % para
a eclodibilidade de H. irritans em laboratorio.

Ainda, em estudo proposto por Bull e Meola (1993), afim de testar a atividade ovicida
de piriproxifen, utilizou-se concentragdes que variaram de 10; 100 e 500 ppb e, como resultado,
observaram efeitos minimos sobre a eclodibilidade, quase ndo afetando-a, assim como a
emergéncia de adultos advindos desses ovos tratados. As concentracdes utilizadas no presente
estudo foram, em sua grande maioria, mais elevadas que as utilizadas pelos autores e, mesmo
assim, piriproxifen demonstrou ndo possuir atividade ovicida in vitro em ovos de H. irritans.

Sendo assim, todos os percentuais de eclodibilidade do teste in vitro para as 23
concentragfes propostas encontraram-se dentro dos valores médios de eclodibilidade de H.
irritans considerados normais e cuja oscilagédo foi de 73,33 a 97,78 %. Adicionalmente, pode-
se observar que, frequentemente, percentuais de eclodibilidade determinados para as
concentracdes superiores foram iguais ou maiores que 0s percentuais encontrados para 0s
grupos controle e placebo.

Entdo, a partir dos resultados expostos acima, que podem ser melhor observados na
Tabela 3, pode-se afirmar que piriproxifen, nas concentracdes compreendidas entre 20 e 1700
ppb, ndo exerce atividade ovicida in vitro em ovos de H. irritans.

A taxa de sobrevivéncia de larvas, que representa aquelas larvas que completaram esta
etapa do ciclo e transformaram-se em pupas a partir de larvas recém eclodidas, variou de 95,95
% para a concentracdo 1700 ppb, a maior taxa de sobrevivéncia, até 65,28 % na concentragédo
900 ppb, a menor taxa de sobrevivéncia.

Mais uma vez, concentracdes elevadas apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de
larvas, muitas vezes, superiores as encontradas nos grupos controle e placebo e, até mesmo, em
concentragdes menos elevadas. Os resultados para sobrevivéncia de larvas compreenderam
desde encontrados por Bay e Harris (1978), que foram de 72 a 79 % até alguns mais elevados,
como por exemplo 88,51 % para a concentracdo 1500 ppb, observada neste estudo. Dessa
forma, com percentuais de sobrevivéncia de larvas frequentemente acima de 70 %, pode-se
afirmar que piriproxifen ndo atuou como larvicida, nestas concentragdes, in vitro, uma vez que
piriproxifen ndo impediu a formacgéo de pupas e inclusive, a maior taxa de sobrevivéncia de
larvas foi apresentada para a concentragdo 1700 ppb, maior dose do estudo, conforme pode ser
visto na Tabela 3.
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Tabela 3 - Nimero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada repeti¢do (R1, R2 e R3), percentual de eclodibilidade, taxa
de mortalidade de larvas, de pupas e de mortalidade total, taxa de sobrevivéncia de larvas, de pupas e de sobrevivéncia total referentes a incubacéo
in vitro de ovos de Haematobia irritans em fezes bovinas para determinacéo das doses letais DL50 e DL99 para as formas imaturas de Haematobia

irritans.
Grupos 2 Larvas eclodidas Pupas formadas Adultos emergidos Eclodibilidade  Sobrevivéncia  Sobrevivéncia  Sobrevivéncia
Rl R2 R3 RI+R2+R3 Rl R2 R3 RI1+R2+R3 Rl R2 R3 RI1+R2+R3 (%) Larvas (%) Pupas (%) Total (%)
Controle 26 26 ---b 52 23 26 - 49 23 15 b 38 86,67 94,23 77,55 73,08
Placebo 25 29 ---P 54 19 29 b 48 16 21 P 37 90,00 88,89 77,08 68,52
20 29 29 28 86 23 29 23 75 20 22 16 58 95,56 87,21 77,33 67,44
30 17 22 27 66 13 22 18 53 10 17 14 41 73,33 80,30 77,36 62,12
40 26 19 23 68 2 19 12 53 14 9 10 33 75,56 77,94 62,26 48,53
50 27 24 21 72 23 24 11 58 21 17 8 46 80,00 80,56 79,31 63,89
100 23 25 20 68 14 25 16 55 11 14 12 37 75,56 80,88 67,27 54,41
200 29 27 17 73 22 27 16 65 10 22 12 44 81,11 89,04 67,69 60,27
300 28 23 26 77 25 23 15 63 13 9 6 28 85,56 81,82 44,44 36,36
400 24 22 29 75 15 22 19 56 5 8 5 18 83,33 74,67 32,14 24,00
500 30 28 29 87 25 28 25 78 6 10 8 24 96,67 89,66 30,77 27,59
600 18 28 27 73 10 28 22 60 0 3 5 8 81,11 82,19 13,33 10,96
700 27 24 22 73 22 24 11 57 1 3 4 8 81,11 78,08 14,04 10,96
800 27 28 26 81 15 28 21 64 0o 7 4 11 90,00 79,01 17,19 13,58
900 21 23 28 72 13 23 1 47 1 0 0 1 80,00 65,28 2,13 1,39
1000 24 29 30 83 20 29 23 72 0 6 3 9 92,22 86,75 12,50 10,84
1100 27 26 28 81 22 26 20 68 0 1 3 4 90,00 83,95 5,88 4,94
1200 22 28 23 73 17 28 19 64 0 9 1 10 81,11 87,67 15,63 13,70
1300 25 30 29 84 14 30 20 64 0 0 0 0 93,33 76,19 0,00 0,00
1400 30 30 28 88 20 30 24 74 0o 2 2 4 97,78 84,09 5,41 4,55
1500 29 30 28 87 24 30 23 77 0 1 1 2 96,67 88,51 2,60 2,30
1600 27 29 28 84 16 29 25 70 0o 2 1 3 93,33 83,33 4,29 3,57
1700 24 23 27 74 21 23 27 71 0 o0 0 0 82,22 95,95 0,00 0,00

@ ConcentracOes expressas em ppb.
b Repeticio ndo realizada.
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No que diz respeito & pupacdo, houve a formacdo de pupas em todas as concentracoes
do estudo. A maior taxa de sobrevivéncia de pupas encontrada foi de 79,31 % para a
concentracédo 50 ppb, seguida de 77,55 % para o grupo controle e 77,36 % para a concentragéo
30 ppb. As menores taxas de sobrevivéncia foram de 0 % para as concentracdes 1300 e 1700
ppb, 2,13 % para a concentragdo 900 ppb e 2,60 para a concentracdo 1500 ppb. Pode-se observar
que, a partir de 600 ppb, as taxas de sobrevivéncia foram menores que 20 %. A taxa de
sobrevivéncia das pupas para a concentragdo 300 ppb foi de 44,44 %.

Lima et al. (2014) encontraram valores que variaram de 40 a 100 % de sobrevivéncia
de pupas em estudo para criacdo in vitro de H. irritans. Desta forma, pode-se afirmar que, nas
concentracdes avaliadas, in vitro, piriproxifen manifestou efeitos sobre as pupas de H. irritans,
causando mortalidade e consequentemente, ndo emergéncia de adultos.

Esses efeitos puderam ser também demonstrados através do percentual de sobrevivéncia
total, representado pela emergéncia de adultos a partir das larvas eclodidas, onde o controle
obteve o maior percentual com 73,08 % de sobrevivéncia, seguido pelo grupo placebo com
68,52 % e pela concentracdo 20 ppb, com 67,44 %. A partir da concentragcdo 300 ppb, as taxas
de sobrevivéncia foram inferiores a 40 %, a partir da concentracdo 600ppb foram inferiores a
10 % e a partir de 1300ppb, ndo houve emergéncia de adultos até a concentracdo 1700ppb, onde
as taxas foram menores de 10 % chegando a 0 %, novamente, na maior concentracao do estudo
(Tabela 3).

Dell' Porto et al. (2012) em estudo de eficacia in vitro de diflubenzuron 25 %, com uma
média de consumo diério de aproximadamente 30 g por animal, nos estagios imaturos de H.
irritans, encontraram um percentual de sobrevivéncia de adultos de 86 % para o grupo controle.
Ja Sahagun et al. (2005) em estudo de susceptibilidade dos estagios bioldgicos de H. irritans a
fungos entomopatogénicos, houve 72 % de emergéncia de adultos no grupo controle. Ja Lima
etal. (2014), em estudo de criacdo em laboratorio, obtiveram uma taxa de emergéncia de adultos
de 76,7 %. Bay e Harris (1978), em pequena criacdo de H. irritans em laboratorio, recuperaram
cerca de 67 a 75 % de adultos. ApoGs esse comparativo, pode-se observar que o percentual
encontrado para o grupo controle neste estudo, 73,08 %, mostrou-se bastante semelhantes aos
encontrados anteriormente.

Do mesmo modo, Bull e Meola (1993), em teste in vitro, observaram que piriproxifen
exibiu excelente atividade IGR, quando incorporado a dieta larval, nas concentracdes que
variaram de 0,00625 a 0,05 ppm (6,25 ppb a 50 ppb), porém, ndo detalhou em que fase do ciclo
de vida de H. irritans o piriproxifen de fato atuou, somente relatando a excelente atividade IGR
com consequente inibicdo da emergéncia de adultos. Entdo, presumiu-se que tenha havido o
desenvolvimento do inseto até a formagdo de pupa, assim como no presente estudo em que as
concentracdes foram misturadas no substrato, porém, com concentracfes variando de 20ppb a
1700 ppb (0,02 ppm a 1,7 ppm), a maioria delas superiores as testadas anteriormente. Nota-se
que a maior concentracdo utilizada pelos autores equivale a de 50 ppb, tambem testada no
presente estudo e, que apresentou os seguintes resultados: 80 % de eclodibilidade, 80,56 % de
sobrevivéncia de larvas, 79,31 % de sobrevivéncia de pupas e 63,89 % de sobrevivéncia total
onde, comparativamente aos resultados com concentragdes mais elevadas, observou-se um
comportamento mediano no controle de H. irritans, com somente 36,11 % de mortalidade total,
percentual que pode ser considerado baixo para um controle efetivo parasitologico.

Gingrich e Hopkins (1977) utilizaram metoprene, também do grupo dos IGR igualmente
pertencente a classe de andlogos do horménio juvenil, em avaliagdo dos estagios de H. irritans
que seriam susceptiveis e observaram que metoprene, além de possuir excelente atividade IGR,
atuou nas larvas de terceiro estagio, ndo impediu a formacdo de pupas e a principal acéo
demonstrada foi a inibicdo da emergéncia de adultos, em consequéncia da morte pupal.

Adicionalmente observou-se que piriproxifen, no presente estudo, exibiu in vitro a
mesma atividade inibitoria da emergéncia de adultos anteriormente demonstrada para o
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metoprene. Dessa forma, podemos afirmar que, in vitro, piriproxifen possui excelente atividade
IGR em pupas de H. irritans, demonstrado principalmente através da mortalidade das pupas,
com consequente inibicdo da emergéncia de adultos de forma dose-dependente.

A andlise de probitos dos resultados do teste in vitro para as 23 concentracfes de
piriproxifen utilizadas neste estudo (20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 110, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 e 1700 ppb) estimou uma CL50 de 321,251ppb, com
limites de confianca a 95 % de 123,368 a 502,615ppb e uma CL99 de 1959,491ppb foi estimada,
com limites de confianca a 95 % de 1111,035 a 9893,593ppb, ambas com slope = 2,962 e
Desvio padréo = 0,291 (Tabela 4).

Tabela 4 - Anélise probitos das 23 concentracdes de piriproxifen utilizadas (20, 30, 40, 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 110, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600 e 1700ppb) e
determinacédo da CL50 e CL99.

Dose Letal Dose de piriproxifen Limites de confianga 95 % Slope Desvio
(CL) (Em ppb) (Em ppb) P padréo
50 321,251 123,368 a 502,615

2,962 0,291
99 1959,491 1111,035 a 9893,593

Bull e Meola (1993) determinaram in vitro a CL50 de piriproxifen em 9,3 ppb para estagios
imaturos de H. irritans. Este resultado foi bastante discrepante do encontrado no presente
estudo, apesar da metodologia empregada ter sido bastante semelhante. As duas Unicas
diferencas observadas foram o tipo de dieta larval utilizada onde, no estudo de Bull e Meola
(1993) utilizou-se 500 g de fezes bovinas,100 g de mistura seca (50 partes de bagaco de cana-
de-acucar, 9 partes de farinha de trigo, 4 partes de farinha de carne e 0ssos e 1 parte de
bicarbonato de s6dio) e 300 ml de &gua (BAY; HARRIS, 1978) em oposicao a que foi utilizada
neste estudo, composta apenas por fezes bovinas sem adi¢cdo de nenhum ingrediente para
compor a dieta; e a quantidade de substrato e ovos desafiados, onde Bull e Meola (1993)
utilizaram 500g de meio larval com 0,5ml de ovos de H. irritans, em contraste com os 20g de
substrato e 30 ovos, neste estudo.

Como a base de dados comparativa em relacdo a concentracdo letal de piriproxifen é
bastante deficitaria, necessita-se de mais estudos para enrobustecer e solidificar o conhecimento
acerca do valor da CL50 para as formas imaturas. Entdo, como as Unicas diferencas encontradas
na metodologia do estudo foram estas, pode-se suspeitar, talvez que algum dos componentes
utilizados na mistura da dieta larval desenvolvida por Bay e Harris (1978) possa ter
potencializado os efeitos de piriproxifen quando adicionado a dieta larval no estudo de Bull e
Meola (1993) e, consequentemente, reduzido a valor da CL50.

Schmidt e Kunz, (1980), utilizando metoprene, testaram a susceptibilidade das larvas
de H. irritans e encontraram uma CL50 de 0,001 ppm (1 ppb) e a uma CL90 de 0,006 ppm (6
ppb) com andlise de probitos. Os autores utilizaram como substrato larvar a mesma dieta
proposta por Bay e Harris (1978), assim como Bay e Boyd (1987) em avaliacdo do efeito da
densidade larval na toxicidade de metoprene.

Como substrato larval, utilizaram aliquotas de 100 g da mistura semelhante a utilizada
por Schmidt e Kunz, 1980 e testaram as concentragdes de 0,0025; 0,005; 0,01 e 0,02 ppm (2,5;
5; 10; 20 ppb) de metoprene no meio larval em 25, 50, 100, 200 ou 400 ovos de H irritans. Os
resultados demonstraram uma relacao inversa entre a densidade larval e a toxicidade das larvas
em todas as concentracOes avaliadas. Ou seja, quanto maior a densidade larval no substrato,
menor a efetividade de metoprene.

A reducdo da efetividade foi bastante sutil, onde na maior concentracédo utilizada, 0s
resultados foram de 100 % de inibicdo da emergéncia de adultos para todas as densidades
utilizadas, a excecdo da amostra com densidade de 400 larvas, onde metoprene demonstrou ser
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96,7 % eficaz. Os autores ndo souberam explicar tal fato, mas especularam dizendo que poderia
haver uma alta concentracdo de metoprene nas fezes, mesmo que administrado em uma minima
dosagem, devido ao alto potencial de absor¢cdo e metabolismo do animal assim como a
possibilidade de degradacdo quimica e bioldgica no sistema digestivo do bovino.

Talvez piriproxifen comporte-se de forma similar ao metoprene e a discrepancia entre
as CL50 seja devido a toxicidade do substrato parecer ser inversamente proporcional a
densidade larvar, uma vez que a utilizacdo de 20g de fezes para 30 ovos pode ter determinado
uma densidade populacional muito grande para a quantidade de substrato utilizada, reduzindo
desta forma a toxicidade de piriproxifen adicionado nas fezes dos bovinos.

Em Gltima analise, a partir dos resultados dos estudos citados acima que utilizaram a
dieta proposta por Bay e Harris (1978) e, coincidentemente, dispuseram de baixissimos valores
de CL50, assim como as concentragdes utilizadas para avaliar a densidade larval e a toxicidade
foram, de igual maneira, baixissimas também. O que levaria a sugerir que, no presente estudo,
por ter utilizado somente fezes bovinas frescas retiradas diretamente da ampola retal dos
bovinos, obteve-se um valor de CL50 de piriproxifen mais alto do que o encontrado no estudo
de Bull e Meola (1993).

Quando comparado ao estudo de Schmidt e Kunz (1980) que obteve a CL50 de
metoprene, apesar de nao devermos comparar os valores de CL50, pois cada uma das duas
moléculas possui um potencial inseticida Unico e distinto, o valor da CL50 foi igualmente baixo
mesmo assim, reforcando as suspeitas quanto aos ingredientes adicionados na dieta larvar
potencializando os efeitos dos IGR. E, como ja se sabe, piriproxifen é praticamente insoltvel
em agua (0,367 £ 0.004 mg/l a 25 °C), mas se nela liberado, adsorve em sélidos suspensos e
matéria organica, mantendo uma atividade biolégica por pelo menos trés meses; possui também
a propensdo a adsorver na superficie do solo, particularmente aquelas com argila ou matéria
organica. E, em condi¢des anaerdbicas, como em aguas salobras ou sedimentadas, piriproxifen
é muito mais estavel, imutavel e toxico para vertebrados aquaticos (SULLIVAN; GOH, 2008),
0 que fortalece o pensamento que a dieta utilizada por Bay e Harris (1978) poderia conter algum
ingrediente capaz de potencializar os efeitos de piriproxifen e, desta forma, reduzindo o valor
da CL50.

Aplicou-se os valores encontrados para a CL50 na formula CL50 (teste in vivo) =
(CL50(teste in vitro) em ppb X peso das fezes) X 3, para 2,0 e 3,0 kg de fezes/defecacdo,
encontrando 1,8mg e 2,7mg de piriproxifen, respectivamente. Obteve-se um valor médio de 2,4
mg de piriproxifen, entdo, utilizou-se o valor de 2,5 mg de piriproxifen na CL50 calculada para
o teste in vivo, que foi empregado por via oral diariamente para os animais deste grupo.

Para o calculo da CL99, utilizou-se a mesma formula, porém calculou-se apenas para
3,0 kg de fezes por defecacdo e obteve-se um valor de aproximadamenrel7,6 mg de
piriproxifen, que foi extrapolado para 40mg, uma vez que o intervalo de confianca de 95 %
para CL99 encontra-se entre 1111,035ppb e 9893,593ppb permitindo utilizar uma CL99 de
aproximadamente 4445ppb. A extrapolagdo da CL99 teve por objetivo assegurar que uma dose
maior, mais proxima do limite maximo de confianca, pudesse ser capaz de expressar mais
claramente seus efeitos sobre as formas imaturas de H. irritans.

4.2. Teste in vivo

A incubacéo de ovos de H. irritans em fezes coletadas no teste in vivo para avaliagédo da
eficacia de piriproxifen, administrado por via oral no controle de formas imaturas presentes no
bolo fecal de bovinos no dia zero, antes do tratamento, teve por objetivo certificar a viabilidade
e qualidade das fezes dos bovinos utilizadas nos testes em servir como substrato de criacdo e
desenvolvimento de formas imaturas de H. irritans. A incubagéo antes do tratamento, cujos
dados encontram-se expostos na Tabela 5, permitiram, adicionalmente, descartar de modo
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pratico a presenca de residuos de medicamentos que pudessem interferir no desenvolvimento
das formas evolutivas.

Também permitiu conferir a qualidade dos ovos obtidos a partir da técnica empregada,
uma vez que os adultos de mosca-dos-chifres foram aleatoriamente capturados em razdo do
estudo e poderia haver desproporcionalidade quanto a populagéo de individuos relacionadas ao
sexo, idade e maturagdo sexual. O animal 15006, pertencente ao Grupo G2,5, apesar de ter
obtido uma eclodibilidade de 50 larvas (R1=26; R2=24) de um total de 60, ndo teve pupas
formadas a partir do seu material fecal, alcancando 100 % de mortalidade tendo sido, dessa
forma, excluido do estudo.

Como as fezes do referido animal eram normalmente bastante Umidas (quase liquidas)
com pouca quantidade de material fibroso e, apesar dos ovos terem eclodido, ndo houve a
continuidade do ciclo. Algumas explicacdes para este fato podem ter sido encontradas por Kunz
et al. (1970) em estudo acerca da biologia de H. irritans, onde afirmaram que o tipo de bolo
fecal mais adequado para oviposicdo seria de consisténcia mais firme e mais bem formado,
enquanto que o bolo fecal aquoso seria inadequado para a oviposi¢édo, reforcando a afirmacao
acerca da umidade excessiva no substrato, o que o tornaria inapropriado para o desenvolvimento
das larvas, uma vez que esse tipo de fezes perde a consisténcia e tende a assumir uma forma
fina, que seca antes do total desenvolvimento larval. Sanders e Dobson (1969) também
contribuiram para esse entendimento quando constataram que H. irritans ndo tem por habito
depositar seus ovos em fezes muito liquidas(SANDERS; DOBSON, 1969), assim como
também descrito por Collares (1990) citando Palmer e Bay (1982), que afirmaram que larvas
de H. irritans ndo se desenvolvem completamente em substrato com mais de 85 % de umidade,
enquanto que fezes com baixa umidade ndo influenciam significativamente no
desenvolvimento e dindmica da populacdo, mostrando que a consisténcia das fezes é um fator
bastante relevante para a manutencédo do ciclo de vida de H. irritans. E também, normalmente,
ha bovinos fisiologicamente sadios que apresentam fezes mais Umidas que as da maioria e,
consequentemente, desfavoraveis a manutencéo do ciclo.

Assim, para que a homogeneidade dos grupos experimentais fosse garantida, optou-se
também pela exclusdo de um animal do grupo controle e um animal do grupo G40, adotando o
percentual de sobrevivéncia como critério de exclusao e, dessa forma, excluindo o animal de
cada grupo com a menor taxa de sobrevivéncia de adultos antes do tratamento (animal 14027
do grupo controle, com 35,2 % e o0 animal 322, do grupo G40, com 59,3 % de sobrevivéncia de
adultos), conforme pode ser visto na Tabela 6.

Primeiramente, procedeu-se a avaliacdo da eclodibilidade do material incubado antes do
tratamento (Dia zero) e um percentual médio de eclodibilidade de 82,17 % foi encontrado para
0 grupo controle, 81,67 % para o grupo G2,5 e 68,00 % para o grupo G40, alem de um
percentual médio geral, de 77,28 % (Figura 8).

Na primeira incubacdo de ovos de H. irritans pds tratamento (Dia +3), obteve-se uma
eclodibilidade média de 71,67 % para o grupo controle, 74,67 % para o grupo G2,5 e 80,00 %
para o grupo G40, todas com valores proximos aos encontrados para o dia zero, antes do
tratamento.

Na segunda incubacgdo apds o tratamento (Dia+6), os percentuais de eclodibilidade
obtidos foram de 87,00 % para o grupo controle, 92,00 % para o grupo G2,5 e 78,83 % para o
grupo G40, novamente bastante similares quando comparados entre 0s percentuais dos grupos
e também entre 0s obtidos nas incubagdes anteriores.
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Tabela 5 - NUumero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada repeticdo (R1 e R2) e somatdrio (R1+R2), taxa de
sobrevivéncia de larvas, de pupas e de sobrevivéncia total, médias e desvio padrdo referentes a incubacdo de ovos de Haematobia irritans em fezes
bovinas antes do tratamento (Dia zero) com piriproxifen por via oral.

Larvas eclodidas  Pupas formadas Adultos emergidos Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia

1

Grupo  1d" i R) R1+RZ RI_ R2 RI+RZ Rl R2 RI+R2 Larvas(%) Pupas(%)  Total (%)
L 314 29 26 55 26 15 41 25 10 35 745 85,4 63,6
2 316 24 27 51 2 17 3 18 16 34 72,5 91,9 66,7
© 337 24 20 44 20 12 32 15 12 27 72,7 84,4 61,4
E 45 24 25 49 8 18 26 8 15 23 53,1 88,5 46,9
O 500 26 27 53 15 13 28 12 13 25 52,8 89,3 47,2
O 15002 22 22 44 17 17 3 11 15 26 77,3 76,5 50,1
Média 248 245 493 17,7 153 330 148 135 283 67,2a 86,0 a 575a
Desvio 22 26 42 55 22 51 55 21 45 10,2 4.9 7.7

S 471 22 29 51 20 28 48 18 26 44 04,1 91,7 86,3
E 473 25 25 50 14 9 23 5 6 11 46 47,8 22
wE 474 29 22 51 25 14 39 24 12 36 76,5 92,3 70,6
O 14013 25 14 39 22 8 30 18 8 26 76,9 86,7 66,7
S 14014 20 28 48 19 21 40 18 18 36 83,3 90 75
& 14033 26 29 55 21 16 37 12 10 22 67,3 59,5 40
Média 245 245 490 202 160 362 158 133 292 740a 780a 60,1a
Desvio 29 53 49 33 69 79 60 68 108 14,9 17,6 22
= 318 19 29 48 12 22 34 12 19 31 70,8 91,2 64,6
£ 339 21 26 47 18 17 35 17 14 31 745 88,6 66
©S 13005 22 23 45 19 19 38 18 17 35 84,4 92,1 77,8
O 4023 6 10 16 6 9 15 6 9 15 03,8 100 93,8
S 14034 28 26 54 16 18 34 16 17 33 63 97,1 61,1
S 14037 24 11 3% 2 7 29 21 7 28 82,9 96,6 80
Média 20,0 20,8 40,8 155 153 308 150 138 28,8 782 a 942a 739a
Desvio 69 7,5 125 52 54 76 48 44 65 10 3,9 11,3

1 Refere-se ao nimero de identificagdo individual dos animais.

Valores seguidos da mesma letra nas colunas significativamente entre si, com nivel de significancia de 5 % (p=0,3416, para sobrevivéncia de larvas; p=0,8738, para
sobrevivéncia de pupas; p=0,1992, para sobrevivéncia total).
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Tabela 6 — Numero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada
repeticdo (R1 e R2), taxa de mortalidade e de sobrevivéncia total referentes a incubacédo de ovos
de Haematobia irritans em fezes bovinas dos animais excluidos do estudo no dia zero.

(RS Gl GRS Sobrevivéncia  Sobrevivéncia Sobrevivéncia
Grupo 1d! FeziIOdld;Sz I;olrmadssé eRrr;ergld;; larvas (%) U1 () Total (%)
G40 3220 28 26 21 16 18 14 68,5 86,5 50,3
(40mg/animal)
Controle 14027 28 26 11 9 10 9 37,0 95,0 35,2
G2,5 15006 26 24 0 0 0 0 0 0 0,0

(2,5mg/animal)
! Refere-se ao nimero de identificagdo individual dos animais.

Na terceira incubagdo, ap6s dez dias do inicio do tratamento (Dia +10), as
eclodibilidades médias foram de 83,67 %, 87,00 % e 84,67 % para o grupo controle, G2,5 e
G40, respectivamente, e na quarta e Gltima incubacdo, estes valores foram de 87,00 % no grupo
controle, 89,50 % no grupo G2,5 e 86,33 %, no grupo G40.

A partir do Dia +6, com excecdo do grupo G40, que obteve média discretamente abaixo
neste dia, até a Gltima incubacéo (Dia +13), as eclodibilidades médias de todos o0s grupos deste
estudo ultrapassaram os 83,3 % de eclodibilidade encontrados por Lima et al. (2010) em estudo
de avaliacéo do ciclo de vida de H. irritans onde observou-se, por um periodo de dois anos, 0
percentual de eclodibilidade in vitro de ovos de H. irritans incubados em fezes bovinos
mesticos sem tratamento com ectoparasiticidas.

Bay e Harris (1978) desenvolveram o ciclo de vida de H. irritans em pequena escala em
laboratdrio e encontraram taxas de eclodibilidade variando de 86 a 91 %. Kunz (1989) em
estudo comparando a dieta padrdo oferecida em coldnia de H. irritans a novas dietas elaboradas,
observou taxas de eclodibilidade variando de 76,5 a 79,3 % em todas as dietas, inclusive na
dieta padréo ja estabelecida, percentuais similares aos encontrados neste estudo.
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DO D3 D6 D10 D13
O Controle 82,17 71,67 87,00 83,67 87,00
G2,5 81,67 74,67 92,00 87,00 89,50
BG40 68,00 80,00 78,83 84,67 86,33

Figura 8 - Percentuais de eclodibilidade de ovos de Haematobia irritans em teste in vivo que
foram inoculados em fezes de bovinos medicados ou ndo, com diferentes dosagens diarias de
piriproxifen. O grupo G2,5 corresponde ao grupo medicado com 2,5mg de piriproxifen; o grupo
G40 corresponde ao grupo medicado com 40mg de piriproxifen; grupo controle mantido sem
tratamento.
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Com isso, a partir dos resultados expostos para eclodibilidade dos ovos no presente
estudo, comparativamente aos dados de eclodibilidade do teste in vitro para determinagédo das
doses letais e aos dados de eclodibilidade encontrados por outros autores, pode-se afirmar que
piriproxifen administrado por via oral diariamente em bovinos, nas doses de 2,5mg e 40mg,
também néo exerce acdo ovicida em ovos de H. irritans quando incubados em fezes de animais
tratados, apesar do intimo contato entre os ovos depositados sobre o papel filtro umido
embebido por fluidos fecais contendo piriproxifen. Os nossos resultados assemelham-se
também aos de Bull e Meola (1993) que testaram os efeitos diretos de piriproxifen sobre os
ovos de H. irritans parcialmente submersos em almofadas Umidas com solucédo de piriproxifen
de 0,1 a 0,5ppm durante aproximadamente 18 horas e observaram um efeito minimo na ecloséo
dos ovos que foram tratados com piriproxifen.

A baixa atividade ovicida de piriproxifen ja era de se esperar, uma vez que na maioria
dos insetos, assim que o desenvolvimento embrionario se completa, a larva forca
mecanicamente sua saida pela casca do ovo por movimentos de contracédo e distensdo do corpo.
Algumas estratégias sao utilizadas como, por exemplo, aumento do volume corporal atraves da
ingestdo de liquidos extra-embrionérios. Alguns insetos, ainda, possuem estruturas
tegumentares proprias para romper o cério do ovo, e outros, uma fragilidade natural deste cério
ocorre (LANDIM, 2009). E, normalmente os JH n&o estdo envolvidos neste processo, agindo,
na maioria dos insetos, durante a vida larval impedindo a metamorfose a cada muda, ou seja,
quando a larva atinge o tamanho especifico, os niveis de JH diminuem, permitindo que a
metamorfose ocorra. Os andlogos do hormdnio juvenil podem prolongar o tempo de vida larval,
usualmente permitindo estagios extra larvais (RIDDIFORD, 2008). Dessa forma, a exposicao
dos ovos de H. irritans ao piriproxifen dificilmente causaria a morte desses ovos.

O proximo passo foi avaliar o percentual de sobrevivéncia das larvas de H. irritans, ou
seja, 0 percentual de larvas que foram capazes completar esta etapa da metamorfose e se
transformar em pupa.

No dia zero (antes do tratamento), a média de larvas eclodidas variou de 40,8 + 12,5 a
49,3 + 4,2 entre 0s grupos e o percentual médio de sobrevivéncia destas foi de 67,2 £ 10,2 %
para o grupo controle, 74,0 + 14,9 % para o grupo G2,5 e 78,2 + 10,0 % para o grupo G40, sem
diferenca significativa (p=0,3416) entre os grupos, assim como esperado. Resultados similares
aos de Bay e Harris (1978) que desenvolveram o ciclo de vida de H. irritans em pequena escala
em laboratdrio e obtinham taxas de sobrevivéncia de larvas de 72 a 79 %. Em outra andlise, a
taxa de mortalidade média de larvas variou de 21,8 £+ 10,0 % até 32,8 £ 10,2 % entre 0s grupos
e a menor taxa de mortalidade individual alcancada foi de 5,9 %, chegando a maxima de 54 %
nesse primeiro periodo do estudo. Lima et al. (2010) em estudo de avaliacédo de eclosdo de ovos
de H. irritans in vitro obtiveram uma taxa de mortalidade média de larvas que variou de 16,7 a
40 %, nos dois anos do estudo, valores semelhantes aos encontrados no presente estudo, antes
do tratamento.

No dia + 3, a média de larvas eclodidas dos grupos G2,5 e G40 foi de 44,8 £ 5,2 ¢ 48,0
+ 5,4 larvas, respectivamente, bastante semelhantes a média de 43,0 + 8,7 larvas eclodidas no
grupo controle e as médias apresentadas em todos 0s grupos experimentais antes do tratamento.
Os dados completos referentes a esta incubacao estéo dispostos na Tabela 7.

A taxa media de sobrevivéncia de larvas foi de 76,5 + 9,0 % para o grupo controle, 68,3
* 14,4 % para o grupo G2,5 e 66,6 + 17,3 % para o0 grupo G40 e ndo se observou diferengas
significativas (p=0,5883) nos grupos de tratamento quando comparados entre si, como pode ser
observado na Tabela 7. A eficacia de piriproxifen sobre as larvas de H. irritans foi de apenas
10,7 % para o grupo G2,5 e de 12,9 % para o grupo G40, na primeira incubacdo apos o
tratamento.
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No dia + 6, a média de larvas eclodidas no grupo controle foi de 52,2 + 2,3, semelhante
as médias de larvas eclodidas nos grupos G2,5 e G40, que foram 55,2 + 3,0 e 47,3 + 6,0,
respectivamente e também, nos outros dias experimentais. Os dados completos referentes a
incubacdo do dia +6 estdo disponibilizados na Tabela 8.

No dia +10 (terceira incubacdo apds o tratamento), a média de larvas eclodidas foi
novamente bastante semelhante entre os grupos, com valor médio de 50,2 + 3,8 larvas no grupo
controle, 52,2 £ 4,1 no grupo G2,5 e 50,8 £ 4,7 no grupo G40, valores similares aos
anteriormente descritos neste estudo. Os dados completos para a incubacdo referente ao dia +
10 podem ser analisados na Tabela 9. A taxa de sobrevivéncia de larvas foi de 88,1 + 7,1 %
para o grupo controle, a maior taxa de sobrevivéncia de larvas encontrada para este grupo, desde
a primeira incubacdo. Ja para o grupo G2,5, a taxa de sobrevivéncia de larvas foi de 51,8 + 28,0
%, a menor taxa de sobrevivéncia de larvas encontrada para este grupo desde a primeira
incubacéo no dia zero e, estatisticamente diferente (p=0,0088) da taxa encontrada para o0 grupo
controle, o que garante que houve uma atuacao de piriproxifen sobre essa fase do ciclo, mesmo
que de forma pontual. Dessa forma, a eficacia de piriproxifen sobre as larvas foi de 41,3 % para
0 grupo G2,5, a maior eficacia sobre larvas desde o inicio do estudo neste grupo. Pela primeira
vez neste estudo, observou-se eficacia de piriproxifen sobre as larvas de H. irritans
desenvolvidas em fezes provenientes dos animais do grupo G2,5.

A taxa de sobrevivéncia de larvas do grupo G40 foi de 63,3 £ 28,2 %, uma das mais
baixas para este grupo, mas sem diferencas significativas quando comparada entre 0s outros
grupos do estudo. E a eficacia foi de 28,2 %, a segunda maior eficacia encontrada para este
grupo experimental. Para o grupo G40, apesar de haver uma tendéncia de diminui¢do dos
percentuais de sobrevivéncia, que faz com que os niveis de eficacia se elevem, e que comegou
a ser observado na segunda incubacao apos o tratamento, ainda ndo se pode observar eficacia
significativa de piriproxifen sobre as larvas deste grupo.

Na Gltima incubacdo (Dia + 13), 0s trés grupos do estudo obtiveram uma média de larvas
eclodidas superior a 50, assim como observado na incubacdo anterior, com médias bastante
similares em todos 0s momentos experimentais. Os dados completos para a incubacao referente
ao dia + 10, encontram-se descritos na Tabela 10. No grupo controle, a taxa de sobrevivéncia
de larvas foi de 87,8 + 4,3 %, no grupo G2,5 essa taxa foi de 66,9 + 23,8 % e no grupo G40 de
77,0 £ 18,3 % e apesar de ter havido uma eficacia de 23,8 % da ac¢do de piriproxifen sobre as
larvas no grupo G2,5 e 12,2 % no grupo G40, ndo houve diferencgas significativas (p=0,1753)
entre as taxas de sobrevivéncia entre 0s grupos, quando comparados entre si, como pode ser
verificado na Tabela 10.

O tempo médio de desenvolvimento da larva de terceiro instar pode variar mas, sob
temperatura média de 26,7 + 2 °C, o tempo médio tem sido de 71,04h, distribuidos de modo
gue a média de tempo do primeiro estagio € de 12,96h e a média de tempo do segundo estagio,
de 26,10h. (GINGRICH; HOPKINS, 1977; SCHMIDT; HARRIS; HOFFMAN, 1967) na rotina
de colbnia de H. irritans, mantida sob a temperatura de 26,5 + 2 °C e umidade de 50 a 55 %,
recolhem as pupas do substrato no oitavo dia apos a oviposic¢do, assim como realizado no
presente estudo. Dessa forma, ndo deve haver larvas, vivas ou mortas, na superficie do substrato
no dia da coleta de pupas.

No dia zero, ndo se encontrou larvas, vivas ou mortas, em nenhuma das amostras
avaliadas. Porém, a partir da primeira incubacao pos tratamento, no dia + 3, observou-se que 0s
grupos G2,5 e G40 apresentaram larvas mortas ou que estavam vivas, porém movimentando-
se vagarosamente (letargicas), na superficie do substrato. No grupo G2,5, apenas um animal
apresentou 5 larvas mortas na superficie do substrato, enquanto que no grupo G40, trés animais
apresentaram um somatorio de 10 larvas mortas na superficie dos substratos. Mesmo assim, a
eficacia de piriproxifen foi de apenas 10,7 % para o grupo G2,5 e de 12,9 % para o grupo G40,
sem diferencas significativas entre 0s grupos.
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Tabela 7 - NUumero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada repeticdo (R1 e R2) e somatdrio (R1+R2), taxa de
sobrevivéncia de larvas, de pupas e de sobrevivéncia total, eficacia nos grupos tratados, médias e desvio padrao referentes a incubacéo de ovos de
Haematobia irritans em fezes bovinas no terceiro dia de tratamento (Dia + 3) com piriproxifen por via oral.

Larvas eclodidas  Pupas formadas Adultos emergidos Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia

1
Grupo  1d" B2 RI+RZ RL R2 RI+RZ R1 R2 RI+R2 Larvas(%) Pupas(%)  Total (%)
" 314 14 20 34 8 13 20 8 13 21 61,8 100 61,8
2 316 19 24 43 16 13 29 16 11 27 67,4 93,1 62,8
@ 337 29 26 55 28 20 48 25 19 44 87,3 91,7 80
= 455 20 12 32 17 9 26 17 7 24 81,3 92,3 75
o 500 23 30 53 24 20 44 22 17 39 83 88,6 73,6
O 15002 20 21 41 16 16 32 16 16 32 78 100 78
Média 20,8 22,2 430 182 152 333 173 138 312 76,5 94,3 ¢ 719¢
Desvio 45 56 87 64 40 96 53 40 82 9 43 7.1
= 411 15 28 43 11 20 3 2 2 4 72,1 12,9 9,3
E 473 20 17 3% 9 7 16 0 4 4 43,2 25 10,8
WS 474 28 19 47 20 14 3 11 1 12 72,3 35,3 25,5
©% 1013 29 25 54 29 20 49 10 2 12 90,7 24,5 22,2
5 14014 22 24 46 18 15 33 4 1 5 71,7 15,2 10,9
o 14033 22 20 42 12 13 25 1 0 1 59,5 4 2.4
Média 227 22,2 448 165 148 313 47 17 63 68,3a 19,5 b 135 b
Desvio 4,7 38 52 68 45 100 43 12 42 14,4 10,1 7.9
Eficécia 10,7 79,3 81,2
= 318 19 21 4 10 10 2 0 0 0 50 0 0
€ 339 25 23 48 18 16 3 0 0 0 70,8 0 0
QE 13005 30 26 5 25 19 4 0 0 0 78,6 0 0
O% 14023 25 28 5 7 15 22 0 0 0 41,5 0 0
E 14034 25 23 48 25 20 45 0 O 0 93,8 0 0
< 14037 20 23 43 8 20 28 0 0 0 65,1 0 0
Média 24,0 240 480 155 167 322 00 00 00 66,6 a 00a 00a
Desvio 37 23 54 76 35 98 00 00 00 17,3 0 0
Eficacia 12,9 100 100

1 Refere-se ao nimero de identificagdo individual dos animais.
Valores seguidos da mesma letra na coluna de sobrevivéncia ndo diferem significativamente entre si, com nivel de significancia de 5 % (p=0,5883, para sobrevivéncia de larvas;
p=0,0025, entre GC e G2,5; p<0,0001, entre 0 GC e G40; p=0,0455, entre G2,5 e G40, para sobrevivéncia de pupas; p<0,0001, para sobrevivéncia total)
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Tabela 8 - Numero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada repeticdo (R1 e R2) e somatdrio (R1+R2), taxa de
sobrevivéncia de larvas, de pupas e de sobrevivéncia total, eficacia nos grupos tratados, médias e desvio padrao referentes a incubacéo de ovos de
Haematobia irritans em fezes bovinas no sexto dia de tratamento (Dia + 6) com piriproxifen por via oral.

Grupo

Id!

Larvas eclodidas

Pupas formadas

Adultos emergidos Sobrevivéncia Sobrevivéncia de Sobrevivéncia

Rl R2 R1+R2 R1 R2 RI1+R2 R1 R2 RI1+R2 Larvas (%) Pupas (%) Total (%)
W 314 26 27 53 24 16 40 20 15 35 75,5 87,5 66
51 316 24 28 52 0 23 23 0 21 21 44,2 91,3 40,4
x 337 29 26 55 27 26 53 27 25 52 96,4 98,1 94,5
E 455 24 24 48 20 17 37 20 17 37 77,1 100 77,1
@) 500 23 28 51 19 28 47 15 19 34 92,2 72,3 66,7
© 15002 29 25 54 24 19 43 22 19 41 79,6 95,3 75,9
Média 25,8 26,3 52,2 190 21,5 405 17,3 19,3 36,7 775a 90,8 C 70,1 b
Desvio 24 15 23 89 45 93 85 31 92 16,8 9,2 16,3
= 4711 29 28 57 21 22 43 16 8 24 75,4 55,8 42,1
= 473 27 30 57 9 8 17 1 1 2 29,8 11,8 35
0§ 474 25 27 52 20 20 40 11 8 19 76,9 475 36,5
O E’ 14013 27 30 57 21 24 45 7 16 23 78,9 51,1 40,4
5 14014 30 28 58 27 26 53 4 1 5 91,4 9,4 8,6
S 14033 21 29 50 21 24 45 7 16 23 90 51,1 46
Média 26,5 28,7 552 198 20,7 405 7,7 83 16,0 73.8a 378b 295a
Desvio 29 11 30 54 60 11,2 48 61 9,0 20,6 19,4 16,9
Eficacia 4.8 58,4 57,9
= 318 22 23 45 0 19 19 0 0 0 42,2 0 0
£ 339 28 24 52 20 16 36 0 0 0 69,2 0 0
QS 13005 17 19 36 4 0 4 0 0 0 11,1 0 0
O 14023 25 23 48 20 18 38 0 0 0 79,2 0 0
E 14034 23 25 48 14 14 28 2 0 2 58,3 7.1 4,2
I 14037 26 29 55 8 6 14 0 0 0 25,5 0 0
Média 235 23,8 47,3 11,0 122 232 03 00 03 476 a 12a 0,7¢
Desvio 35 30 60 76 69 121 07 00 0,7 23,9 2,7 1,6
Eficacia 38,6 98,7 99

1 Refere-se ao nimero de identificagdo individual dos animais.

Valores seguidos da mesma letra na coluna de sobrevivéncia ndo diferem significativamente entre si, com nivel de significancia de 5 % (p=0,0646, para sobrevivéncia de larvas;
p<0,0001, para sobrevivéncia de pupas; p<0,0001, entre GC e G2,5 e entre GC e G40 e p=0,0012, entre G2,5 e G40, para sobrevivéncia total)
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Tabela 9 — Numero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada repeticdo (R1 e R2) e somatério (R1+R2), taxa de
sobrevivéncia de larvas, de pupas e sobrevivéncia total, eficAcia nos grupos tratados, médias e desvio padrdo referentes a incubacéo de ovos de
Haematobia irritans em fezes bovinas no décimo dia de tratamento (Dia + 10) com piriproxifen por via oral.

Larvas eclodidas

Pupas formadas

Adultos emergidos Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia

1
Grupo  1d" B2 RI+RZ RL R2 RI+RZ R1 R2 RI+R2 Larvas(%) Pupas(%)  Total (%)
" 314 21 24 45 19 23 42 17 17 34 93,3 81 75,6
2 316 24 22 46 19 15 34 19 15 34 73,9 100 73,9
2 337 24 28 52 20 27 47 18 22 40 90,4 85,1 76,9
= 455 22 28 50 21 25 46 20 18 38 92 82,6 76
o 500 30 22 52 28 16 44 26 13 39 84,6 88,6 75
O 15002 28 28 56 27 26 53 25 25 50 94,6 94,3 89,3
Média 24,8 253 502 223 22,0 443 208 183 39,2 88,1 b 88,6 77.8b
Desvio 32 27 38 37 48 57 34 41 54 7.1 6,7 5,2
= 471 28 26 54 25 21 46 16 8 24 85,2 52,2 44.4
E 473 28 27 55 4 7 11 2 2 4 20 36,4 7.3
WS 474 22 25 47 10 15 25 8 7 15 53,2 60 31,9
OB 14013 27 29 56 22 23 45 3 4 7 80,4 15,6 12,5
5 14014 23 23 46 14 14 28 2 3 5 60,9 17,9 10,9
o 14033 28 27 55 2 4 6 0 0 0 10,9 0 0
Média 260 26,2 522 128 140 268 52 40 92 51,8a 30,3b 17,8a
Desvio 25 19 41 85 68 152 54 28 80 28 21,2 15,3
Eficacia 41,3 65,8 77,1
= 38 20 27 5 8 6 14 0 0 0 25 0 0
€ 339 26 27 5 12 17 29 0 0 0 54,7 0 0
QE 13005 21 25 46 18 21 39 0 0 0 84,8 0 0
O 14023 21 22 43 16 9 25 1 0 1 58,1 4 2,3
E 14034 28 27 55 21 22 43 0 0 0 78,2 0 0
< 14037 23 29 52 18 23 41 0 0 0 78,8 0 0
Média 24,7 26,2 508 155 163 31,8 02 00 02 63,3 ab 07a 0,4 ¢
Desvio 32 22 47 43 66 103 04 00 04 20,4 15 0,9
Eficacia 28,2 99,2 99,5

1 Refere-se ao nimero de identificagdo individual dos animais.
Valores seguidos da mesma letra na coluna de sobrevivéncia ndo diferem significativamente entre si, com nivel de significancia de 5 % (p=0,0088, para sobrevivéncia de larvas;
p<0,0001, para sobrevivéncia de pupas; p<0,0001, entre GC e G2,5 e entre GC e G40 e p=0,0118, entre G2,5 e G40, para sobrevivéncia total)
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Na segunda incubacgdo pds tratamento, no dia + 6, o0 grupo G2,5 apresentou 12 larvas
mortas e 13 larvas vivas e letargicas distribuidas entre 3 animais e no grupo G40, cinco animais
apresentaram um somatério de 2 larvas mortas e cinco larvas vivas e letargicas.

Na terceira incubacdo apos o tratamento, no dia + 10, os numeros de larvas encontradas
aumentaram e no grupo G2,5, um total de cinco animais apresentaram um somatério de 47
larvas mortas e 5 larvas vivas e letargicas na superficie dos substratos. J& no grupo G40, dois
animais apresentaram um somatorio de 14 larvas mortas e 5 larvas vivas sobre os substratos.
Na ultima incubacdo, quatro animais do grupo G2,5 apresentaram um total de 14 larvas mortas
e 17 larvas vivas e letargicas e o grupo 40, também teve quatro animais apresentando um total
de 13 larvas mortas e 3 larvas vivas letargicas na superficie do substrato. As larvas que ainda
estavam vivas, eram grandes, rastejavam sobre o substrato de forma bastante lenta e possuiam
coloracdo amarelada, opaca.

Na Figura 9, pode-se observar, comparativamente, larvas de terceiro estagio de
coloracdo transparente, comumente encontradas bastante ativas no momento da verificacdo de
eclodibilidade, realizada 48 horas apds a incubacao dos ovos. Porém, no dia da coleta de pupas,
oitavo dia apds a incubacao dos ovos, foram encontradas larvas vivas, letargicas, de coloracao
amarelada opaca, no momento em que ndo se costuma encontrar larvas no material, somente
pupas.

Figura 9 — (A) Larvas de terceiro estagio (L3) de H, irritans, transparentes, encontradas
frequentemente no momento da verificacdo de eclodibilidade; (B) Larvas que ndo se
transformaram em pupa, de coloragdo amarelada, algumas vivas e letargicas, outras mortas.

Stall (1975) chamou atencdo para o fato de que algumas espécies, em resposta aos
IGR’s, produzem formas extra larvais e ninfais, podendo tornar-se gigantes, mas com formas
quase perfeitas em uma escala intermediaria entre forma imatura e adulta. O autor salienta ainda
que as larvas, quando expostas aos analogos do horménio juvenil, teriam maior sensibilidade
para inibicdo da metamorfose no Gltimo estagio larval ou ninfal e a pupa, em holometabdlicos.
Estes, em especial, parecem possuir uma grande habilidade para compensar suas super larvas
através de uma rediferenciacdo mais extensa e com capacidade varidvel para postergar
temporariamente a pupacdo quando expostas ao horménio juvenil.
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Tabela 10 - Numero de larvas eclodidas, pupas formadas e adultos emergidos em cada repeticdo (R1 e R2) e somatorio (R1+R2), taxa de
sobrevivéncia de larvas, de pupas e de sobrevivéncia total, eficacia nos grupos tratados, médias e desvio padrao referentes a incubacéo de ovos de
Haematobia irritans em fezes bovinas no primeiro dia ap6s o término do tratamento (Dia + 13) com piriproxifen por via oral.

Grupo Id?

Larvas eclodidas

Pupas formadas

Adultos emergidos Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia

Rl R2 R1+R2 R1 R2 RI1+R2 R1 R2 R1+R2 Larvas (%) Pupas (%) Total (%)
w 314 24 27 51 24 18 42 22 17 39 82,4 92,9 76,5
6‘ 316 24 29 53 21 24 45 25 16 41 84,9 91,1 77,4
@ 337 24 27 51 20 24 44 18 23 41 86,3 93,2 80,4
E 455 26 28 54 24 26 50 24 23 47 92,6 94 87
O 500 28 26 54 27 24 51 25 16 41 94,4 80,4 75,9
O 15002 22 28 50 18 25 43 15 11 26 86 60,5 52
Média 24,7 275 522 223 235 458 215 17,7 392 87,8a 85,3b 749b
Desvio 19 10 16 30 26 34 38 42 64 43 12 10,9
= 4N 30 28 58 16 29 45 1 9 10 77,6 22,2 17,2
£ 473 29 29 58 15 9 24 0 0 0 41,4 0 0
& c\% 474 27 30 57 22 25 47 5 2 7 82,5 14,9 12,3
O g’ 14013 30 16 46 27 14 41 8 2 10 89,1 24,4 21,7
w6 14014 25 23 48 22 18 40 11 5 16 83,3 40 33,3
& 14033 28 27 55 8 7 15 0 0 0 27,3 0 0
Média 28,2 255 53,7 183 170 353 42 30 7.2 66,9 a 16,9 a 141a
Desvio 1,8 48 4,9 6,1 80 11,7 42 32 5,7 23,6 141 11,8
Eficacia 23,8 80,2 81,2
= 318 20 24 44 17 0 17 0 0 0 38,6 0 0
£ 339 30 26 56 27 22 49 0 0 0 87,5 0 0
Q¢S 1305 26 21 47 21 16 37 0 O 0 78,7 0 0
O 14023 30 25 55 28 20 48 0 0 0 87,3 0 0
g 14034 29 27 56 27 26 53 0 0 0 94,6 0 0
< 14037 27 26 53 22 18 40 0 0 0 75,5 0 0
Média 27,0 248 51,8 237 170 407 00 00 0,0 77,0a Oa Oa
Desvio 35 20 47 40 82 119 00 00 00 18,3 0 0
Eficéacia 12,2 100 100

! Refere-se ao nimero de identificagdo individual dos animais.

Valores seguidos da mesma letra na coluna de sobrevivéncia ndo diferem significativamente entre si, com nivel de significancia de 5 % (p=01753, para sobrevivéncia de larvas;
p<0,0001, entre GC e G2,5 e entre GC e G40 e p=0,0139, entre G2,5 e G40, para sobrevivéncia de pupas; p<0,0001, entre GC e G2,5 e entre GC e G40, para sobrevivéncia

total)
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Assim, eficacia larvicida de piriproxifen para as formas imaturas de H. irritans estdo
expressas na Figura 10, onde pode-se observar que o grupo G2,5 apresentou uma eficacia
larvicida méxima pontual no décimo dia de tratamento, ratificada pela diferenca significativa
apresentada entre a taxa de sobrevivéncia de larvas deste grupo quando comparada a do grupo
controle porém, nos outros momentos, a eficacia larvicida méaxima encontrada foi de 23,8 %,
no dltimo dia de incubacao, sem que houvesse diferenca significativa entre os percentuais de
sobrevivéncia entre os grupos. Enquanto que o grupo G40 apresentou eficdcia maxima de 38,6
% sobre as larvas incubadas no material fecal do sexto dia de tratamento, sem que tivesse havido
diferenca significativa entre os percentuais de sobrevivéncia deste grupo, quando comparado
aos outros nos mesmos momentos durante todo o estudo.

Sendo assim, a partir dos resultados encontrados para a sobrevivéncia das larvas,
comparativamente aos resultados encontrados no teste in vitro para a determinacao das doses
letais, juntamente com a escassez de dados disponiveis na literatura, pode-se dizer que houve
acao de piriproxifen sobre as larvas de H. irritans durante todo o estudo, mesmo com a baixa
eficacia larvicida observada em quase todos os momentos, uma vez que as larvas de H. irritans
encontradas sobre o substrato, no dia da separacao de pupas, manifestaram um comportamento
semelhante ao de muda extra larval provavelmente induzido por piriproxifen, assim como o
observado em larvas expostas aos analogos do hormonio juvenil. Ou seja, embora de modo
bastante sutil, houve influéncia de piriproxifen sobre as larvas de H. irritans, comprovada
apenas no décimo dia de estudo e somente para o grupo G2,5. A presenca de larvas mortas em
quantidades variaveis entre os grupos, também sugere acdo de piriproxifen, ja que isso ndo
ocorreu no teste in vitro para determinacao das doses letais, para nenhuma das concentracdes
avaliadas.
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Figura 10 — Percentuais de eficacia de piriproxifen em larvas de Haematobia irritans em teste
in vivo a partir de ovos que foram inoculados em fezes de bovinos medicados ou ndo, com
diferentes dosagens diarias de piriproxifen. O G2,5 corresponde ao grupo medicado com 2,5mg
de piriproxifen; O G40 corresponde ao grupo medicado com 40mg de piriproxifen; grupo
controle mantido sem tratamento.

Ap0s a avaliacdo das larvas de H. irritans, procedeu-se aquelas relacionadas a formacéao
e sobrevivéncia de pupas. Os dados completos de incubacdo para o dia zero estao dispostos na
Tabela 5.
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Na incubacédo antes do tratamento, a media de pupas formadas variou de 30,8 = 7,6 a
36,2 £ 7,9 entre 0s grupos, com uma taxa de sobrevivéncia, que corresponde ao numero médio
de pupas que completaram o ciclo e emergiram como adultos, de 86,0 £ 4,9 % para 0 grupo
controle com média correspondente de 28,3 + 4,5 adultos emergidos, 78,0 + 17,6 % para o
grupo G2,5, com uma média de 29,2 + 10,8 adultos recuperados e 94,2 + 3,9 % para 0 grupo
G40, com media de 28,8 + 6,5 adultos, sem diferenca significativa (p=0,8738) entre as taxas de
sobrevivéncia de pupas dos grupos, com um intervalo de mortalidade oscilando entre 6,5 + 3,9
% e 19,4 = 17,6 % que pode ser visto na Tabela 5.

Mochi (2009) em estudo com fungos entomopatogénicos utilizados no controle de H.
irritans, observou uma taxa de mortalidade média de pupas formadas in vitro, em fezes o grupo
controle, variando de 11,7 a 14,1 %, valores proximos aos encontrados neste estudo para as
pupas.

No dia + 3, cujos dados completos podem ser observados na Tabela 7, observou-se que
0 processo de formacdo de pupas ocorreu em todos 0s grupos experimentais, com uma média
de 33,3 + 9,6 pupas formadas no grupo controle, cuja taxa média de sobrevivéncia foi de 94,3
+ 4,3 %, resultando em uma média de 31,2 £ 8,2 adultos emergidos. No grupo G2,5, uma média
de 31,3 + 10,0 pupas foram formadas, nimero bastante similar ao de pupas formadas no grupo
controle, porém, a taxa média de sobrevivéncia dessas pupas foi de apenas 19,5 + 10,1 %,
diferente significativamente (p=0,0025) das taxas médias de sobrevivéncia das pupas do grupo
controle. No grupo G40, apesar da média de 32,2 + 9,8 pupas formadas, comportamento
bastante similar aos dos outros grupos, a taxa de sobrevivéncia foi de 0 %, ou seja, ndo houve
emergéncia de adultos e foi estatisticamente bastante diferente quando comparada a taxa de
sobrevivéncia do grupo controle (p<0,0001) e, apesar de também ter diferido estatisticamente
da taxa de sobrevivéncia do grupo G2,5 (p=0,0455), percebe-se que essa diferenca foi bem
menos acentuada, pois, enquanto que, no grupo controle houve a emergéncia média de 31,2 +
8,2 adultos, no grupo G2,5 essa média foi de apenas 6,3 + 4,2 adultos, como pode ser verificado
na Tabela 7.

Tracando um comparativo entre os percentuais de mortalidade de pupas, houve apenas
6,5 + 4,3 % de mortalidade no grupo controle, enquanto que nos grupos G2,5 e G40, a taxa
média de mortalidade foi de 79,8 + 10,1 % e 100,0 %, respectivamente. Com uma eficacia de
acao de 79,3 % sobre as pupas do grupo G2,5 e de 100,0 % sobre as pupas do grupo G40, pode-
se, de forma pioneira, demonstrar os efeitos de piriproxifen administrado por via oral em
bovinos sobre a fase de pupa de H. irritans, ocasionando morte e, consequentemente, a inibicéo
da emergéncia de adultos, observados ja no terceiro dia apos o inicio do tratamento por via oral
e, notoriamente, de forma dose dependente.

No sexto dia de tratamento com piriproxifen, observou-se novamente a formacéo de
pupas em todos 0s grupos experimentais, porém, dessa vez, com uma média menor de pupas
formadas no grupo G40, que foi de 23,2 £ 12 pupas e deveu-se a menor taxa de sobrevivéncia
de larvas desse grupo neste dia experimental, enquanto que nos grupos controle e G2,5, uma
média semelhante de 40,5 £ 9,3 e 40,5 + 11,2 pupas, respectivamente foram formadas. Com
isso, as taxas médias de sobrevivéncia de pupas foram de 90,8 + 9,2 % para o grupo controle,
com a recuperacdo média de 36,7 + 9,2 adultos; 37,8 + 19,4 % para o grupo G2,5, com a
emergéncia de 16 + 9,0 adultos e apenas 1,2 + 2,7 % para o grupo G40, por ter havido a
emergéncia de 2 adultos de um total de 48 larvas eclodidas provenientes das fezes do animal
14034, com diferengas significativas em todas as comparacdes (p<0,0001) como pode ser
observado na Tabela 8.

Uma eficécia de piriproxifen na sobrevivéncia das pupas de 58,4 % para o grupo G2,5
e 98,7 %, para o grupo G40, comportamento semelhante ao encontrado na primeira incubagéo
apos o terceiro dia do inicio deste estudo e que reforca os achados referentes aos efeitos de
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piriproxifen evidenciados na fase de pupa, causando mortalidade e influenciando direta mente
na emergéncia de adultos.

No dia + 10, cujos dados completos podem ser avaliados na Tabela 9, verificou-se que
as médias de formacdao de pupas encontradas para cada grupo foram bastante parecidas aquelas
encontradas em momentos anteriores, com o grupo controle obtendo média de 44,3 + 5,7 pupas,
taxa média de sobrevivéncia de 88,6 £ 6,7 % e emergéncia de 39,2 £ 5,4 adultos, seguido do
grupo G2,5, que obteve uma média de 26,8 £ 15,2 pupas formadas, percentual menor devido a
uma mortalidade maior de larvas neste dia, taxa de sobrevivéncia de pupas de 30,3 £21,2% e
apenas 9,2 + 8,0 adultos emergidos e 0 grupo G40, com média de 31,8 + 10,3 pupas formadas,
taxa de sobrevivéncia de pupas de apenas 0,7 + 1,5 %, com a emergéncia de um Unico adulto
proveniente da incubagédo das fezes do animal 14023. Observou-se mais uma vez que, mesmo
com uma elevada formacdo de pupas nos grupos de tratamento, que pode ser verificado na
Tabela 9, a taxa de sobrevivéncia destas diferiu significativamente (p<0,001) entre todos os
grupos do estudo. Com isso, mais uma vez pode-se verificar que houve eficacia de piriproxifen
manifestada sobre as pupas dos grupos tratados, dessa vez de 65,8 % para o grupo G2,5 e 99,2
%, para o grupo G40.

No dia + 13, ultimo dia de incubacéo, assim como uma média de 45,8 + 3,4 pupas foram
formadas no grupo controle, com um percentual médio de 85,3 + 12,0 % de sobrevivéncia,
resultando em uma média de 39,2 + 6,4 adultos emergidos. No grupo G2,5, uma média de 35,3
+ 11,7 pupas foram formadas, porém, com apenas 16,9 + 14,1 % de sobrevivéncia, ou seja,
média de apenas 7,2 + 5,7 adultos emergidos. No grupo G40, houve média de 40,7 + 11,9 pupas
formadas com 0 % de sobrevivéncia de pupas, e consequentemente, sem emergéncia de adultos,
conforme pode ser observado na Tabela 10. Assim, a eficacia de piriproxifen sobre as pupas de
H. irritans foi de 80,2 % para o grupo G2,5 e 100,0 % para o grupo G40 e pela primeira vez,
houve diferenca significativa (p<0,0001) na sobrevivéncia de pupas entre 0s grupos de
tratamento comparativamente ao grupo controle, mas ndo houve diferenca significativa
(p=0,0139) entre os grupos de G2,5 e G40. Sendo assim, diante de efeitos tdo expressivos de
piriproxifen exibidos sobre as pupas de H. irritans, pode-se dizer que a eficacia de piriproxifen
sobre as pupas, variou de 58,4 a 80,2 % no grupo G2,5 e, de 98,7 a 100,0 %, conforme pode ser
observado na Figura 11. Gingrich e Hopkins (1977) encontraram uma emergéncia de H. irritans
variando de 85 a 100 % no grupo controle a partir de pupas formadas, assim como encontrados
no presente estudo para o grupo controle.

Bull e Meola (1993) testaram os efeitos de piriproxifen sobre as larvas de H. irritans e
puderam observar, de forma bem menos detalhada, que piriproxifen exibiu excelente atividade
quando incorporado ao substrato larval, onde o principal efeito observado foi de reducdo na
emergéncia de adultos, mas a auséncia de informacg6es sobre percentuais de sobrevivéncia entre
as fases do ciclo de vida de H. irritans impossibilitaram-nos de saber e comparar em que
momento o efeito inibitorio na emergéncia de adultos ocorreu, se ainda na fase de larva ou,
assim como no presente estudo, na fase de pupas.

O comportamento das pupas deste estudo em presenca de piriproxifen assemelha-se
também em estudo para avaliagdo in vitro dos estagios de H. irritans susceptiveis ao metoprene,
inseticida IGR igualmente pertencente a classe dos analogos do hormonio juvenil, onde
Gingrich e Hopkins (1977) utilizaram uma solugdo acetonica contendo 0,2ppm (equivalente a
200ppb) de metoprene em fezes bovinas. Larvas provenientes de fezes sem tratamento foram
recuperadas e, diariamente, coletadas e colocadas em fezes tratadasno 1 °, 2 °, 3° e 4 ° dias e,
a partir o 5 ° dia, seguindo o ciclo de vida natural de H. irritans, utilizaram as pupas formadas.
O contrario também foi feito, colocando larvas provenientes de fezes tratadas nas fezes nao
tratadas.
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Figura 11 — Percentuais de eficacia de piriproxifen em pupas de Haematobia irritans em teste
in vivo a partir de ovos que foram inoculados em fezes de bovinos medicados ou ndo, com
diferentes dosagens diérias de piriproxifen. O G2,5 corresponde ao grupo medicado com 2,5mg
de piriproxifen; O G40 corresponde ao grupo medicado com 40mg de piriproxifen; grupo
controle mantido sem tratamento.

Entdo, observou-se que, quando a larva foi transferida em qualquer dia de
desenvolvimento para as fezes tratadas com metoprene, a emergéncia de adultos foi totalmente
inibida. Entretanto quando foi transferida na fase de pupa, ndo houve efeito na emergéncia de
adultos. Em outra observacéo, quando as larvas foram transferidas para as fezes sem tratamento
no primeiro e no segundo dia, a emergéncia de adultos foi considerada alta (83 a 100 %),
enquanto que, quando transferidas no terceiro dia, houve inibi¢cdo da emergéncia de 94,5 % e,
no quarto dia, essa inibicdo foi de 100,0 %. Pode-se entdo, afirmar que metoprene atuou
afetando o0 desenvolvimento da mosca-dos-chifres nos terceiros e quartos dias de
desenvolvimento larval, ou seja, nas larvas de terceiro instar. A partir disso, poder-se-ia também
sugerir que piriproxifen atuasse de forma similar ao metoprene, sobre as larvas de terceiro
estagio, porém, por mais que os resultados sejam semelhantes aos do presente estudo em outros
aspectos, outros estudos deverdo ser conduzidos nessa direcdo, para saber realmente se esse
comportamento se repete de modo idéntico em larvas tratadas com piriproxifen.

Em outro estudo, dessa vez com larvas de M. domestica, avaliou-se os efeitos de
piriproxifen em concentrac6es de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5mg/L, adicionando-o ao meio larval e
pode-se observar que os efeitos para as larvas de 1 °, 2 ° e 3 ° instares expostas ao piriproxifen
foram a inibicdo da emergéncia de adultos variando de 97 a 100 % contra apenas 8,5 a 18 % de
falha da emergéncia de adultos no grupo controle (SULAIMAN; MUSTAFFA; JEFFERY,
2008). Apesar do estudo ter sido realizado em larvas de Musca domestica e ndo em larvas de
H. irritans, ambas pertencem a Familia Muscidae e, consequentemente, espera-se um padréo
de comportamento semelhante, com sutis diferencas entre as familias em resposta a inseticidas,
como parece ter ocorrido no presente estudo comparativamente a este, em que houve excelente
atividade de inibigdo da emergéncia de adultos.

Em dltima anélise, observou-se a taxa média de sobrevivéncia total, representada pelo
percentual de adultos que emergiram a partir de larvas eclodidas e a eficéacia total de piriproxifen
sobre as formas imaturas de H. irritans. Os dados completos referentes a incubacao para o dia
zero podem ser observados na Tabela 5. Na incubagdo antes do tratamento, observou-se uma
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média de sobrevivéncia total de 57,5 + 7,7 % para o grupo controle, 60,1 + 22,0 % para 0 grupo
G2,5e 73,9 + 11,3 % para o grupo G40, sem diferencas significativas (p=0,1992) entre os
grupos de estudo, e similares a média encontrada por Lima et al. (2014), que foi de 76,7 % de
moscas emergidas em estudo de avaliacdo do ciclo de vida de H. irritans in vitro.

No dia + 3, primeira incubagcdo apés tratamento, encontrou-se um percentual de
sobrevivéncia total de 71,9 £ 7,1 % no grupo controle, apenas 13,5 + 7,9 % no grupo G2,5e 0
% no grupo G40, com diferencas significativas (p<0,0001) entre todos os grupos, quando
comparados entre si e que podem ser observados na Tabela 7. A eficacia total de piriproxifen
no controle das formas imaturas de H. irritans foi de 81,2 % para o grupo G2,5 e 100,0 % para
0 grupo G40, excelentes percentuais ja no terceiro dia de administracdo de piriproxifen por via
oral. Esses resultados comprovam também a viabilidade do raciocinio que foi utilizado para
definir de que forma piriproxifen seria administrado por via oral e a partir de que momento
estaria plenamente disponivel nas fezes, uma vez que, segundo Colucci et al. (1982) o tempo
de passagem total da digesta de bovinos, a depender da quantidade consumida e da qualidade
da forragem oferecida ao animal, varia de 43,3 a 79,7 horas. Dessa forma, 72 horas apds o inicio
do tratamento, ratificado pelos resultados encontrados para 0s grupos tratados, piriproxifen ja
se encontrava disponivel em concentracdo adequada a oferecer um controle efetivo contra as
formas imaturas de H. irritans nas fezes.

No dia + 6, uma taxa média de sobrevivéncia total de 70,1 £ 16,3 % para 0 grupo
controle; ja no grupo G2,5, uma taxa média de apenas 29,5 + 16,9 % foi encontrada e, 0 grupo
G40 obteve uma taxa de sobrevivéncia total de 0,7 + 1,6 %, que pode ser visualizada na Tabela
8. A eficacia total foi de 57,9 % para o grupo G2,5 e de 99,0 % para o grupo G40, valores
préximos aos alcangados na incubacédo anterior e que fortalecem a atividade de piriproxifen na
inibicdo da emergéncia de adultos.

No dia + 10 procedeu-se a terceira incubacgdo, onde uma taxa de sobrevivéncia total de
77,8 £ 5,2 % foi alcangada no grupo controle, 17,8 + 15,3 % para o grupo G2,5 e apenas 0,4 +
0,9 % para o grupo G40, que podem ser verificadas na Tabela 9. Nesse momento, a eficacia de
piriproxifen desde larva até adulto foi de 77,1 % para o grupo 2,5 e de 99,5 % para 0 grupo
G40.

No ultimo desafio, dia + 13, a taxa de sobrevivéncia total foi de 74,9 + 10,9 % para o
grupo controle, apenas 14,1 + 11,8 % para o grupo G2,5 e 0 % para o grupo G40, com diferenca
significativa (p<0,0001) somente entre 0s grupos de tratamento, comparativamente ao grupo
controle e que podem ser vistas na Tabela 10.

Assim, eficacia total de piriproxifen contabilizada desde larva até a emergéncia de
adultos foi de 81,2 % para o grupo G2,5 e 100,0 % para o grupo G40, percentual semelhante
ao encontrado na primeira incubacao apos o tratamento.

Sendo assim, piriproxifen exibiu uma eficécia total no controle das formas imaturas de
H. irritans que variou de 57,9 a 81,2 % no grupo G2,5 e de 99,0 a 100,0 % no grupo G40
durante todo o estudo, que pode ser apreciada na Figura 12.

A comparacao da eficacia do tratamento por via oral com piriproxifen em cada etapa do
ciclo de vida de H. irritans pode ser melhor observado nas Figuras 13 e 14, para 0 G2,5 e 0
G40, respectivamente.

Durante toda a execu¢do do estudo, a taxa média de sobrevivéncia total do grupo
controle se comportou de forma homogénea e similar aos percentuais encontrados por varios
autores. Kunz (1989) em estudo realizado afim de comparar novas dietas & dieta padréo
oferecida em coldnia de H. irritans, onde observou-se uma emergéncia de adultos variando de
76,7 a 77,9 %, sem diferengas significativas relacionadas as diferentes dietas fornecidas. Bay e
Harris (1978) também desenvolveram o ciclo de vida de H. irritans em pequena escala em
laboratdrio e encontraram um percentual de emergéncia de adultos de 67 a 75 %. Sahagun et
al. (2005) em estudo de avaliacdo da susceptibilidade de estagios biologicos de H. irritans a
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fungos entomopatogénicos encontraram 72 % de emergéncia de adultos para o grupo controle
do estudo.
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Figura 12 — Percentuais de eficacia total de piriproxifen dos grupos G2,5 e G40, ao longo do
tempo, em teste in vivo a partir de ovos de Haematobia irritans que foram inoculados em fezes
de bovinos medicados ou ndo, com diferentes dosagens diérias de piriproxifen. O G2,5
corresponde ao grupo medicado com 2,5mg de piriproxifen; O G40 corresponde ao grupo
medicado com 40mg de piriproxifen; grupo controle mantido sem tratamento.

100
80
n
it
O 60
S
o
8 40
Q9
=
Ll
20
0
D3 D6 D10 D13
Olarvas 10,7 4,8 41,3 23,8
Pupas 79,3 58,4 65,8 80,2
O Total 81,2 57,9 77,1 81,2

Figura 13 — Percentuais de eficacia de piriproxifen do grupo G2,5, ao longo do tempo, sobre
larvas e pupas de Haematobia irritans em teste in vivo, a partir de ovos que foram inoculados
em fezes de bovinos medicados com a dosagem diaria de 2,5mg/animal.
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Figura 14 - Percentuais de eficacia de piriproxifen do grupo G40, ao longo do tempo, sobre
larvas e pupas de Haematobia irritans em teste in vivo, a partir de ovos que foram inoculados
em fezes de bovinos medicados com a dosagem diéria de 40mg/animal.

Dell' Porto et al. (2012) em estudo de avaliacdo da eficacia in vitro de Diflubenzuron 25
% encontraram um percentual de emergéncia de adultos de 86 % para o grupo controle. Ja
Lohmeyer e Kammlah (2006) em estudo para melhorar a técnica de criacdo de H. irritans,
encontraram taxas 6timas de sobrevivéncia total de 85 %, um pouco superiores as encontradas
neste estudo para o grupo controle, que variou de 57,5 = 7,7 % a 77,8 £ 5,2 %, cabendo
considerar que no estudo comparativo, tratava-se de uma col6nia ja estabelecida, onde as
moscas ja estariam adaptadas as condicdes laboratoriais, diferente deste estudo, onde
aleatoriamente, as moscas eram capturadas sobre os doadores no campo e forgadas a ovipor em
poucas horas, de uma unica vez e depois descartadas. Anderson (1995) encontrou uma taxa de
sobrevivéncia total de 73 a 87 % em Haematobia irritans exigua, parasita habitual de bovinos
e bubalinos, criada in vitro para estabelecimento de coldnia.

Por altimo, com relacdo a atividade IGR de piriproxifen nas fezes dos bovinos, no grupo
G2,5, representado pela dose de 300ppb/animal, piriproxifen comportou-se rigorosamente da
forma esperada, tendo sido capaz de matar pelo menos 50 % dos animais testados, mantendo
uma eficacia minima de 57,9 % e méaxima de 81,2 %. No grupo G40, representado pela dose de
2000ppb/animal, o comportamento de piriproxifen também se expressou precisamente da forma
esperada, tendo sido capaz de matar pelo menos 99 % dos insetos testados, mantendo uma
eficacia minima de 99 % e maxima de 100 % durante todo o periodo do estudo.

Os resultados apresentados para todo o ciclo de vida de H. irritans no dia zero, antes do
tratamento, reiteram a viabilidade da maioria dos ovos obtidos e incubados, assim como a
efetividade da técnica utilizada para a captura e criagdo in vitro de H. irritans de ovo a adulto e
a qualidade do substrato (fezes bovinas sem tratamento) utilizado para a criagdo no que se refere
a auséncia de residuais fecais de antiparasitarios, que poderiam comprometer os resultados.

Adicionalmente, pode-se notar que o periodo de maior fragilidade do ciclo de vida de
H. irritans foi o periodo que compreendeu desde as larvas eclodidas até a formacéao de pupas,
onde as perdas observadas foram maiores do que no periodo compreendido entre a formacao
de pupas até emergéncia de adultos.

Em todas as incubacdes, utilizou-se 20g de fezes bovinas por amostra para a cria¢éo de
30 ovos de H. irritans em copo descartavel com 4 cm de diametro de fundo e, obteve-se
excelentes resultados na emergéncia de adultos dos grupos sem tratamento, em todos os testes.
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Schmidt et al. (1967) criavam de 4000 a 5000 larvas em bandejas contendo 2,25kg de fezes
bovinas. Ajustando a quantidade de fezes proporcionais a apenas 30 ovos de H. irritans, obteve-
se um valor proximo a 17g de fezes necessarias para a criagdo, similar & quantidade de fezes
utilizada no presente estudo.

Mochi (2009) utilizou apenas 5g de fezes bovinas por amostra contendo também 30
ovos de H. irritans em copo com 3cm de diametro, que apesar de parecer uma quantidade muito
pequena para cultivar 30 ovos até a formacéao de pupas, obteve 6timos resultados na criagdo. Ja
Lima et al. (2010) e Lima et al. (2014) utilizaram a quantidade abundante de 5009 de fezes
bovinas para a criacdo de 30 ovos de H. irritans e também obtiveram taxas de sucesso na
criagdo. Assim sendo, parece que as formas imaturas de H. irritans conseguem se adaptar bem
as quantidades de fezes variadas, conseguindo completar o ciclo de vida satisfatoriamente,
assim como observado neste estudo em todas as incubacdes.

Com relacdo a toxicidade aguda associada a ingestdo de piriproxifen nos bovinos, em
nenhum momento observou-se qualquer manifestacdo clinica que sugerisse algum tipo de
intoxicacdo assim como foi demonstrado com metoprene, , administrado por via oral em
bovinos (HARRIS; FRAZER; YOUNGER, 1973; MILLER et al., 1977; SCOTT; GRISI;
COMENDOUROQS, 1995). Piriproxifen juntamente com Bacillus thuringiensis israelenses sdo
0s Unicos larvicidas recomendados por WHO para adi¢cdo em agua para consumo humano
(SULLIVAN; GOH, 2008) numa dosagem recomendada de 0,01mg/L, além de ndo apresentar
riscos de carcinogénese e genotoxicidade em humanos.

O comportamento das formas imaturas de H. irritans no teste in vivo foi bastante similar
ao observado no teste in vitro, realizado para obter as doses letais. Isto sugere que piriproxifen,
administrado por via oral nas doses utilizadas no estudo in vivo, atingiu concentracéo adequada
nas fezes dos bovinos e, consequentemente, desempenhou excelente fungdo IGR com a inibicéo
da emergéncia de adultos.

Nunca anteriormente havia sido demonstrada a efetividade de piriproxifen de forma
pratica, administrado por via oral em bovinos no controle de H. irritans. Os resultados
apresentados neste estudo ampliam os horizontes para uma nova alternativa de controle de H.
irritans, direcionada para as formas imaturas, com a expectativa de controle de forma
prolongada e de modo seguro para todas as partes envolvidas, uma vez que os andlogos do
horménio juvenil, em especial piriproxifen, sdo muito menos toXicos e mais seguros que 0S
produtos quimicos utilizados atualmente para controle da mosca.

Além do mais, o controle das formas imaturas de H. irritans nas fezes dos bovinos
teoricamente levaria a uma reducéo significativa na populacdo de adultos a longo prazo, por
causa do tratamento do substrato utilizado para o desenvolvimento da mosca. Como pode-se
observar neste estudo, ja a partir do terceiro dia de tratamento dos animais, momento da
primeira incubagdo pds tratamento - onde julgou-se que o fluxo de piriproxifen no trato
gastrintestinal dos animais j& estivesse constante, ou seja, apos 72 horas da primeira capsula
ingerida - a efetividade de piriproxifen foi de praticamente 100 % no G40. Desta forma, o
controle de H. irritans realizado sobre as formas imaturas, além de pratico seria muito eficaz,
com reducdo crescente da populacdo de adultos, proporcionando melhores indices produtivos,
além de bem-estar animal.

4.3 Anédlise de Piriproxifen nas Fezes dos Bovinos Tratados com Piriproxifen por
Via Oral no Teste in vivo

4.3.1. Validacao da Metodologia para Analise de Fezes.

Os resultados obtidos para seletividade puderam demonstrar que o método de avaliagdo
foi seletivo para piriproxifen, uma vez que no tempo de retencdo do piriproxifen ndo foram
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observados picos cromatograficos significativos e os sinais cromatograficos observados
apresentaram valores < 20% em relagdo ao sinal obtido no limite de quantificagdo do método
(LQ).

Com relagdo a avaliacdo cromatografica, ndo houve variacdo significativa do tempo de
retencdo do analito, as pequenas variagdes ndo ultrapassaram 5% quando comparados o tempo
de retencdo de piriproxifen na curva de calibracdo e nos sistemas teste.

Determinou-se 0 carry-over e encontrou-se apenas ruidos nas linhas de base dos
cromatogramas avaliados. Os sinais cromatograficos apresentaram valores < 20% em relagdo
ao sinal obtido no limite de quantificacdo do método, onde pode-se afirmar que ndo ocorreu 0
carry-over.

Os resultados de linearidade obtidos nessas curvas de calibragdo apresentaram exatidao,
onde mais de 75% dos valores apresentaram-se de acordo com as faixas de aceitacdo, entre 60%
e 120% para as concentragdes de 3,00 e 5,00ug/Kg, entre 70% e 110% para as concentragoes
de 15,0 a 50,0ug/Kg €, entre 80% e 110% para as concentracdes de 100 e 200ug/Kg.

Adicionalmente, observou-se que mais de 75% dos valores dos coeficientes de variagdo
atenderam aos critérios de aceitacdo, < 25% para as concentra¢des de 3,00 e 5,00ug/Kg, < 15%
para as concentracdes de 15,0 a 50,0 pg/Kg e 10% para as concentragdes de 100 e 200ug/Kg.
A homocedasticidade e a homogeneidade dos dados foram comprovadas. Os coeficientes de
correlagéo linear (r) observados apresentaram-se > 0,98.

O método apresentou exatiddo, uma vez que as médias apresentaram-se dentro das
faixas aceitaveis para todas as concentraces analisadas, entre 60 e 120% para o nivel baixo
(LQ) e entre 80 e 110% para o nivel alto. Da mesma forma, 0 método demonstrou precisdo nas
avaliacOes e pode-se observar que a metodologia proposta mostrou-se exata e precisa.

Através da metodologia proposta nesse estudo, o limite de quantificacdo (LQ), definido
pela menor concentragdo do analito de interesse, foi de 5,00 pg/Kg.

A faixa de trabalho apresentou-se entre 5,00 e 200ug/Kg onde, para concentragdes
acima desta faixa, o sistema teste foi diluido e reinjetado; e para concentracdes abaixo dessa
faixa, a quantificacdo néo foi possivel de ser realizada.

Os resultados encontrados para o efeito matriz na primeira etapa mostraram-se fora do
critério de aceitacdo de +/- 15%, variando de 0,22 a 0,39 para o fator de matriz. Quando
comparadas as areas das curvas matrizadas com as da curva em solvente observou-se que todos
os valores de FM apresentaran-se fora da faixa de aceitacdo, de 0,85 a 1,15, indicando que
houve efeito matriz. Na segunda etapa deste teste foi possivel observar valores de exatiddo
médio fora da faixa aceitavel para os niveis baixo e alto, de 60 a 120% e de 80 a 110%,
respectivamente nas curvas em solvente. Os resultados apresentados nas duas etapas indicam a
existéncia de efeito de matriz determinando que a reproducdo da metodologia para
quantificacdo de amostras desconhecidas deve ser realizada utilizando curvas matrizadas.

Um resumo dos resultados do processo de validagdo podem ser visualizados na tabela
11.
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Tabela 11 — Resumo dos resultados da validacdo da metodologia para analise de fezes.

Etapas da

Validacao Critérios Avaliacao
Carry-over <=20% LQ Auséncia de sinais interferentes
Seletividade <=20% LQ Método seletivo

Fator peso = 1/x
y=205x+103
r=0,9980
Coeficiente de correlaco linear r>=0,98 y:2_42x-0,867

. . c r=0,9985
Linearidade Ccalculado <= Ctabelado _

- y=213x+540
Fcalculado <= Ftabelado r=0 9975

Dispersdo dos residuos Ccal = 0,1800 / Ctab = 0,3595

Fcalc = 0,3692 / Ftab = 2,438

Dispersdo aleatéria
Faixa de

trabalho Do LQ ao maior ponto da curva de calibracéo 5,00 a 200 pg/kg
96,5%
0
>=1 pg/kg e <10 pg/kg: 60 a 120% 81320//(;
Exatidao 1078%
>=100 pg/kg: 80 a 110% 99 1%
103%
Intra
Intra Inter 6% Inter
_ . <=25%  <=32% 7% 11%
Precisdo >=1 uglkg e <10 pglkg: 8%
_ . 2%
>=100 pg/kg: <=10%  <=16% 5% 6%
7%
Lo Menor concentrag§o~com exatiddo 5,00ug/kg
e precisdo
0,22 a 0,39
. Exatiddo
1)FM:0.85a1,15 Exatiddo Preciséo 5 pg/kg: matriz =
. ) Precisdo 60 a 5 ng/kg: matriz 108%
Efeito 2) >=1uglkg e <10 pg/kg: om 0% =Tos Solvente = 51,8%
matriz >=100 ua/ka: Solvente = 3% 150 pg/kg:
—0 HOKG: <=10%  80a 150 pg/kg: Matriz = 99,1%

110% Matriz = 5% Solvente = 23,6%
Solvente = 5%

4.3.2. Deteccao de piriproxifen nas fezes dos bovinos

Demonstrou-se, de modo inédito, a eliminacéo de piriproxifen nas fezes dos bovinos
tratados por via oral, em ambos os grupos, em quantidades suficientes para ter sido quantificado
desde a primeira avaliagdo ap6s o tratamento, no d + 3, até o Ultimo dia de avaliagdo, no d +13.
Os dados referentes as concentracdes de piriproxifen encontradas em cada amostra de fezes,
por animal e por dia experimental, estdo disponibilizados na Tabela 12. Piriproxifen foi
disponibilizado em maior quantidade nas fezes dos animais do grupo G40, sugerindo de
maneira pratica que a eliminagdo de piriproxifen nas fezes ocorre de forma dose-dependente.
No grupo G2,5 a concentragdo média de piriproxifen nas fezes foi de 13,4 £ 4,6ng/g no dia +
3, elevando-se para 22,6 £ 19,9 ng/g no dia + 6, mantendo-se em 22,6 = 12,6 ng/g no dia + 10
e reduzindo discretamente para 19,5 £ 7,6 ng/g no dia + 13. Os animais do G40 eliminaram
maiores concentrac@es de piriproxifen nas fezes, com uma média de 268,5 + 145,4ng/g no dia
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+ 3, que se elevou acentuadamente para 865,8 + 951,4ng/g no dia + 6, fato ocorrido em
consequéncia da elevacdo pontual da concentracdo de piriproxifen nas fezes de dois animais,
discrepante das concentragfes encontradas para oS outros animais do grupo no mesmo
momento. Os animais anteriormente referidos eram machos, o que apresentou 2650 ng/g de
piriproxifen nas fezes pesava 309 kg e o que apresentou 1230 ng/g, pesava 353 kg. No dia +
10, a concentracdo média de piriproxifen nas fezes dos bovinos reduziu-se para 426,5 + 367,8
ng/g, mesmo com um animal, dessa vez uma fémea pesando 416 kg, apresentando 1120ng/g de
piriproxifen nas fezes, discrepante do restante do grupo no mesmo momento. Nesse momento,
a concentracéo de piriproxifen nas fezes dos dois animais que destoaram do grupo pelo aumento
exacerbado no D + 6 ja havia sido reduzido. No dia + 13, a concentra¢do média de piriproxifen
nas fezes dos bovinos foi de 272,2 + 60,9 ng/g.

Tabela 12 — Concentracédo de piriproxifen (em ng/g) nas fezes de cada bovino tratado por via
oral no teste in vivo, média e desvio padrdo das duas doses de tratamento.

Grupo Id? Sexo Peso (Kg) C[c))ir;:ir;tragégigeféiripr(lajﬁg‘eflgas fezgisa(rlglg(;:])
471 F 400 15,3 11,1 15,6 15,6
473 F 501 11,7 9,83 14,8 15,3
0 474 F 436 6,12 12,3 20,4 10,9
o 14013 F 316 18,2 15,5 18,2 21,3
14014 M 275 17,9 25 47,9 21
14033 F 292 11,3 61,7 18,9 32,7
Média - - 13,4 22,6 22,6 19,5
Desvio - - 4,6 19,9 12,6 7,6
318 F 426 187 243 150 185
339 F 416 214 192 1120 269
o 13005 F 340 183 390 540 339
FDr 14023 M 309 423 2650 320 338
14034 M 353 125 1230 263 276
14037 F 309 479 490 166 226
Média - - 268,5 865,8 426,5 272,2
Desvio - - 1454 951,4 367,8 60,9

! Refere-se ao nimero de identificacéo individual dos animais.

Na Figura 15 pode-se observar a representacdo grafica da concentracédo de piriproxifen
nas fezes dos bovinos, ao longo do tempo, para ambos os grupos de tratamento (G2,5 e G40)
representando a varia¢ao da concentracdo de piriproxifen nas fezes. O grupo G2,5 manteve uma
concentra¢do média de piriproxifen ascendente sem pico de elevagdo formando quase um platd,
diferentemente do grupo G40 que, conforme dito, apresentou um pico de elevacdo da
concentracdo no dia + 6, seguido de queda e estabilizacdo a partir do dia + 10, até a ultima
avaliacdo no dia + 13.
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Figura 15 — Representacdo grafica da concentracdo de piriproxifen (em ng/g) nas fezes dos
bovinos ao longo do tempo nas duas doses utilizadas no teste in vivo (2,5mg e 40mg) para
controle de formas imaturas de H. irritans no bolo fecal.

Na Figura 16 esta representada a relacdo entre a concentracao de piriproxifen nas fezes
(ng/g) e a sua eficacia sobre as formas imaturas de H. irritans, destacando-se a eficacia sobre
as larvas, sobre as pupas e sobre todo o ciclo da mosca. O grafico demonstra que o intervalo de
concentracédo de piriproxifen nas fezes entre 200 e 300ng/g foi suficiente para promover uma
eficacia de acima de 99 % no controle das formas imaturas de H. irritans no bolo fecal.

Nas Figuras 17 e 18, pode-se observar os graficos relacionados a interacdo
farmacocinética e farmacodindmica de piriproxifen, que correlacionou a concentracdo de
piriproxifen com a eficicia demonstrada no teste in vivo para as formas imaturas de H. irritans
ao longo do tempo de tratamento, para os dois grupos (G2,5 e G40). Na Figura 17, construida
a partir dos dados do G 2,5, onde administrou-se a quantidade de 2,5mg de piriproxifen por
animal, pode-se observar que, j& no primeiro dia de avaliacdo (Dia + 3), a concentracdo média
de piriproxifen nas fezes dos bovinos era de 13,4 + 4,6ng/g e obteve-se uma eficécia total e
méaxima de 81,2 %, com uma mortalidade média de 86,5 % de pupas. Nota-se também que
apesar da concentracdo de piriproxifen ter atingido valores superiores nos dias que se
sucederam, a concentracdo de piriproxifen ndo ultrapassou 22,6ng/g de fezes, assim como a
eficacia, que também né&o ultrapassou os 81,2 % ate o ultimo do estudo, no dia +13.

Na Figura 18, construida a partir dos dados do grupo G40, onde administrou-se a
quantidade de 40mg de piriproxifen por animal, pode-se igualmente observar que, ja no
primeiro dia apds o tratamento (Dia + 3), a concentragdo de piriproxifen nas fezes (268,5 +
145,4ng/q) foi capaz de proporcionar uma eficacia maxima de 100 % que se manteve durante
todas avaliagGes posteriores até o dia + 13, ultimo dia de avaliacdo. Apesar da concentragédo de
piriproxifen ter aumentado no dia + 6 e no dia + 10, ndo haveria a possibilidade de elevacéo
significativa da eficacia, uma vez que esta se manteve cima de 99 % até o dia + 13.
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Figura 16 — Representacédo gréafica da eficicia e da concentracéo de piriproxifen (em ng/g) nas
fezes dos bovinos nas duas doses utilizadas no teste in vivo (2,5mg e 40mg) para controle de
formas imaturas de H. irritans no bolo fecal.
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Figura 17 — Farmacocinética e farmacodinamica de piriproxifen para o G2,5U. Concentracéo
(ng/g) em fezes bovinas, percentual de eficacia para larvas, pupas e eficacia total de piriproxifen
sobre as formas imaturas de H. irritans incubadas em fezes de bovinos tratados por via oral em
teste in vivo na dose de 2,5mg de piriproxifen por animal.
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Figura 18 - Farmacocinética e farmacodinamica de piriproxifen para o0 G40U. Concentracdo
(ng/g) em fezes bovinas, percentual de eficacia para larvas, pupas e eficacia total de piriproxifen
sobre as formas imaturas de H. irritans incubadas em fezes de bovinos tratados por via oral em
teste in vivo na dose de 40mg de piriproxifen por animal.

Em observacdo a tudo isso, pode-se interpretar que piriproxifen &, de fato, eliminado
pelas fezes dos bovinos e sugerir que uma concentracao estabelecida entre 22,6ng/g e 268ng/g
de piriproxifen nas fezes dos bovinos seja suficiente para controlar, de modo eficaz, préatico e
seguro as formas imaturas de H. irritans no bolo fecal de bovinos tratados diariamente com
piriproxifen por via oral.

A possibilidade inédita de deteccdo e quantificacdo de piriproxifen nas fezes dos
bovinos tratados diariamente por via oral nos conduz ao entendimento inicial de que o
metabolismo de piriproxifen em bovinos possa ser semelhante ao metabolismo em ratos e
camundongos, anteriormente estudados por Matsunaga et al. (1995) e Yoshino, Nakatsuka e
Yamada (1995) que determinaram que piriproxifen, quando administrado por via oral, €
eliminado pelas fezes em quantidades superiores a 90 %, sendo vastas as oportunidades neste
campo de pesquisa, sobretudo para estudos metabdlicos aprofundados, onde ha inclusive a
utilizacdo de gaiolas metabolicas que possibilitam a obtencdo de resultados mais detalhados e
gue ajudem a elucidar o metabolismo desta molécula em bovinos.

4.4 Construcao da Curva Plasmatica de Piriproxifen Administrado por Via Oral em
Dose Unica em Bovinos.

4.4.1. Validacédo da metodologia para analise em plasma.

Os resultados obtidos para seletividade puderam demonstrar que o método de avaliagao
foi seletivo para piriproxifen, uma vez que no tempo de retencdo do piriproxifen ndo foram
observados picos cromatograficos significativos e os sinais cromatograficos observados
apresentaram valores < 20% em relacdo ao sinal obtido no limite de quantificacdo do método
(LQ).

Com relacéo a avaliagdo cromatogréafica, ndo houve variagdo significativa do tempo de
retencdo do analito, as pequenas variagdes ndo ultrapassaram 5% quando comparados o tempo
de retencdo de piriproxifen na curva de calibragéo e nos sistemas teste.
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Determinou-se 0 carry-over e encontrou-se apenas ruidos nas linhas de base dos
cromatogramas avaliados. Os sinais cromatograficos apresentaram valores < 20% em relagdo
ao sinal obtido no limite de quantificacdo do método, onde pode-se afirmar que ndo ocorreu 0
carry-over.

Os resultados de linearidade obtidos nessas curvas de calibragdo apresentaram exatid&o,
onde mais de 75% dos valores apresentaram-se de acordo com as faixas de aceitacdo, entre 60%
e 120% para as concentragdes de 1,50 e 2,50ug/L, entre 70% e 110% para as concentrac¢des de
10,0 2 50,0ug/L e, entre 80% e 110% para as concentracfes de 100 e 200ug/L. Adicionalmente,
observou-se que mais de 75% dos valores dos coeficientes de variacdo atenderam aos critérios
de aceitagdo, < 25% para as concentragoes de 1,50 ¢ 2,50ug/L, < 15% para as concentragdes de
10,0 a 50,0 pg/L e 10% para as concentracdes de 100 e 200ug/L. A homocedasticidade e a
homogeneidade dos dados foram comprovadas. Os coeficientes de correlacdo linear (r)
observados apresentaram-se > 0,98.

O método apresentou exatiddo, uma vez que as medias apresentaram-se dentro das
faixas aceitaveis para todas as concentraces analisadas, entre 60 e 120% para o nivel baixo
(LQ) e entre 80 e 110% para o nivel alto. Da mesma forma, 0 método demonstrou precisdo nas
avaliacOes e pode-se observar que a metodologia proposta mostrou-se exata e precisa.

Através da metodologia proposta nesse estudo, o limite de quantificacdo (LQ), definido
pela menor concentracéo do analito de interesse, foi de 2,50 pg/L.

A faixa de trabalho apresentou-se entre 2,50 e 200ug/L, onde para concentragdes acima
desta faixa o sistema teste foi diluido e reinjetado e para concentracBes abaixo dessa faixa, a
quantificacdo ndo foi possivel de ser realizada.

Os resultados encontrados para o efeito matriz na primeira etapa mostraram-se fora do
critério de aceitacdo de +/- 15%, variando de 1,04 a 1,25 para o fator de matriz. Quando
comparadas as areas das curvas matrizadas com as da curva em solvente observou-se que todos
os valores de FM apresentaran-se fora da faixa de aceitacdo, de 0,85 a 1,15, indicando que
houve efeito matriz. Na segunda etapa deste teste foi possivel observar valores de exatidao
médio fora da faixa aceitavel para os niveis baixo e alto, de 60 a 120% e de 80 a 110%,
respectivamente, nas curvas em solvente. Os resultados apresentados nas duas etapas indicam
a existéncia de efeito de matriz determinando que a reproducdo da metodologia para
quantificacdo de amostras desconhecidas deve ser realizada utilizando curvas matrizadas.

Um resumo dos resultados pode ser visualizado na Tabela 13.
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Tabela 13 - Resumo dos resultados da validacdo da metodologia para anélise de fezes.

Etapas da

Validaco Critérios Avaliacéo
Carry-over <=20% LQ Auséncia de sinais interferentes
Seletividade <=20% LQ Metodo seletivo

Fator peso = 1/x
y=591x+52,5
r=0,9992
y=657x+32,4
Coeficiente de correlaco linear r>=0,98 r=0,9995
Linearidade Ccalculado <= Ctabelado y=766x+139
Fcalculado <= Ftabelado r=0,9983
Dispersdo dos residuos Ccal =0,3024 / Ctab = 0,3595
Fcalc = 0,0905 / Ftab = 2,438
Dispersdo aleatéria
Faixa de . . x
trabalho Do LQ ao maior ponto da curva de calibracéo 2,50 a 200 pg/L
76,6%
103%
98,7%
x >=1 pg/L e <10 pg/L: 60 a 120% '
Exatidao -~ ’ 0 89,7%
>=100 pg/L: 80 a 110% 91 3%
100%
Intra
0,
Intra Inter ig(;z Inter
=250 =320, 0,
. >=lpglle<iopgl: 2% <=32% 7% 19%
Precisao
6%
= . 0,
>=100 pg/L: <=10%  <=16% 3% 6%
3%
LQ Menor concentracdo com exatiddo e precisdo 2,50 pg/L
1,04a1,25 _—
Precisdo Exatiddo
1) FM: 0,85a 1,15 Exatidao 25 ua/L: matriz = 7% 2,55 pg/L: matriz
Efeito 2)>=1pg/Le<10 Preciséo 60 a : gglvénte _ 60; =98,7%
. pa/L: <=25% 120% —o7 Solvente = 122%
matriz _ . 150 pg/L: )
>=100 pg/L: Matriz = 3% 150 pg/L:
<=10% 80 a Solvente = 3{)’/ Matriz = 100%
110% -7 Solvente = 112%

4.4.2. Deteccao de piriproxifen no plasma dos bovinos

A concentracdo de piriproxifen no plasma dos bovinos ficou abaixo dos limites minimos
de quantificacdo (<2,5ng/ml) em todos os momentos analisados, nos dois grupos experimentais,
com excecdo de apenas trés animais em trés momentos distintos, conforme pode ser observado
na Tabela 14. Em consequéncia disso, ndo houve a possibilidade de construir uma curva
plasmatica que representasse 0 comportamento de piriproxifen no plasma dos bovinos.

No estudo de Matsunaga et al. (1995) avaliou-se 0 metabolismo de piriproxifen em ratos
através da excrecdo de piriproxifen marcado com e C14 nos tecidos, ap6s administracdo oral
em dose Unica e recuperaram de 96 a 98 % do piriproxifen em fezes e urina durante 7 dias, com
excrecdo fecal de 89 a 92 % e urinaria de até 8 %, onde uma pequena parte foi distribuida ainda
para a bile e para as gorduras corporais. Em outro estudo com ratos, encontrou-se residuos de
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piriproxifen na gordura e também se observou que piriproxifen foi rapida e completamente
excretado nas fezes, urina e pelo ar expirado, tendo como rota principal de eliminacdo a via
fecal (YOSHINO; NAKATSUKA; YAMADA, 1995).

Em uma analogia acerca do metabolismo de piriproxifen em ratos e bovinos, pode-se
perceber que a principal rota de eliminacdo de piriproxifen em bovinos também seria por via
fecal, comprovada pela quantificacdo desta molécula nas fezes dos bovinos tratados e,
juntamente com a concentragdo de piriproxifen abaixo dos limites minimos para quantificacao,
sugerindo que haja minima absorcao sistémica de piriproxifen no organismo de bovinos assim
como nos ratos. Porém, estudos de residuos de piriproxifen na carcaca e nos tecidos de bovinos,
além de residuos no leite, sdo necessarios para garantir a seguranca alimentar.

Tabela 14 - Concentracdo de piriproxifen (em ng/ml) no plasma de cada bovino tratado por
via oral no teste in vivo para as duas doses de tratamento (2,5mg e 40mg)
Concentracao de piriproxifen no plasma bovino (ng/ml) ao longo

Grupo Id? Sexo Peso (kg) do tempo (horas)

4h 10h 16h 24h 48h

15009 M 218 <2,5 <25 <2,5 <2,5 <25

15016 F 255 <2,5 <25 <2,5 <2,5 <2,5

16004 M 166 <2,5 <25 <2,5 <2,5 <2,5

16006 F 182 <2,5 <25 <2,5 <2,5 <2,5

3 16011 F 137 <2,5 <2,5 <25 <25 <25
R 16017 F 207 <25 <25 <25 <25 <25
16018 F 169 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5

16022 M 187 <25 <25 <25 <25 <25

16028 F 147 <2,5 <25 <2,5 <2,5 <2,5

16037 F 126 <2,5 <2,5 5,49 <2,5 <25

15008 M 218 <2,5 <25 <25 5,35 <25

15012 F 189 <2,5 <2,5 <2,5 <25 <25

15020 M 140 <2,5 <2,5 <2,5 <25 <25

15023 M 199 <2,5 <2,5 <2,5 <25 <25

= 16009 F 133 <2,5 2,97 <2,5 <25 <25
5 16013 F 179 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <25
16015 F 189 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <25

16023 F 142 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <25

16027 F 129 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <25

16038 F 116 <2,5 <2,5 <2,5 <2,5 <25

! Refere-se ao niimero de identificagdo individual dos animais.

O fato de piriproxifen ndo ter sido encontrado em concentragdes minimas de
quantificacdo no plasma ndo garante que ndo houvesse piriproxifen circulante, pois talvez a
concentragdo estivesse realmente muito baixa e, dessa forma, indetectavel pela sensibilidade do
método utilizado.

Sendo assim, a comprovacgéo da eliminacdo de piriproxifen nas fezes de bovinos por
métodos analiticos assim como a concentracao de piriproxifen abaixo dos limites minimos de
quantificacdo no plasma foram duas particularidades encontradas no metabolismo de bovinos
que possibilitaram um excelente controle das formas imaturas de H. irritans no bolo fecal. Em
primeiro lugar, destaca-se a administragdo de uma dose baixissima de piriproxifen por animal,
que foi quase totalmente direcionada para as fezes de forma a controlar com eficacia maxima o
ciclo de vida de H. irritans no bolo fecal e em segundo lugar, houve uma baixissima absor¢éo
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sistémica, ratificada pela auséncia de piriproxifen no plasma dos animais em todos 0s momentos
avaliados, exceto em trés animais durante o periodo avaliado, tornando a molécula bastante
segura para o animal e, muito provavelmente, levando ao baixo residuo nos tecidos dos bovinos,
que ainda precisa ser melhor estudado.

Por fim, fica comprovado o excelente potencial de piriproxifen no controle das formas
imaturas de H. irritans no bolo fecal, quando administrado por via oral em bovinos.
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5 CONCLUSOES

A técnica in vitro empregada foi capaz de determinar o potencial deste regulador de
crescimento dos insetos para o controle das formas evolutivas de H. irritans, que se
desenvolvem no bolo fecal;

Foi possivel estabelecer uma correlacéo terapéutica entre as DL50 e DL99 obtidas
no estudo in vitro quando extrapolados para dosagens, em miligramas, de
piriproxifen administrado por via oral diariamente para bovinos;

Piriproxifen ndo possui atividade ovicida para ovos de H. irritans nas doses
empregadas neste estudo.

Piriproxifen apresentou discreta atividade larvicida, com a formacdo de estagios
extra larvais ao longo do teste in vivo, nos dois grupos de tratamento, mas que nao
foi observado no teste in vitro para determinacéo das doses letais.

Piriproxifen manifestou atividade IGR sobre as pupas de H. irritans, causando
mortalidade de pupas e resultando em inibi¢do da emergéncia de adultos, tanto no
Teste in vitro quanto in vivo.

Piriproxifen possui elevada atividade IGR in vitro e in vivo sobre as formas imaturas
de H. irritans acarretando, principalmente para o estadio de pupa, inibicdo da
emergéncia de adultos, quando empregado por via oral nas doses de 2,5 e
40mg/animal, diariamente.

Destaca-se a importancia da via fecal para eliminacao de piriproxifen em bovinos,
comprovada por andlise quimica das fezes dos animais tratados no teste in vivo.

A concentracdo de piriproxifen no plasma de bovinos, administrada nas doses de

2,5mg e 40mg por animal, ficou abaixo dos limites minimos de detec¢do para o
método empregado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados favoraveis encontrados neste estudo para o teste in vitro foram de extrema
importancia para a formacdo do conhecimento acerca do comportamento de piriproxifen
adicionado em fezes bovinas sobre as formas imaturas de H. irritans, proporcionando o
estabelecimento das doses letais (DL50 e DL99) que, de forma pioneira, puderam ser
administradas por via oral em bovinos em teste in vivo para comprovar a hipétese de que
piriproxifen seria excretado nas fezes dos bovinos em quantidade suficiente afim de promover
o controle de formas imaturas de H. irritans presentes no bolo fecal, o que foi constatado de
modo irrefutavel em teste in vitro do teste in vivo.

O desenvolvimento de capsulas para a administracdo oral de piriproxifen foi idealizado
para que ndo houvesse desperdicio do material, tampouco falha na eficacia motivada pela falta
de padronizagdo do método de administracdo do produto em teste. Ha de se salientar que, apesar
de bastante eficaz, 0 método de administracdo escolhido necessita de um minimo aparato para
0 manejo do gado, como por exemplo, um tronco de contencdo e um aplicador de bolus, além
de pessoal treinado para administrar as capsulas. Por isso, outros métodos de administracao oral
de piriproxifen, como administrado junto ao sal mineral ou como bolus de liberagdo lenta,
também devem ser explorados afim de facilitar ainda mais o tratamento dos animais.

O teste in vivo foi conduzido por apenas 12 dias no presente estudo, que apesar de ter
sido breve, nos possibilitou observar, analisar e tirar concluses impares a respeito desta nova
proposicédo de tratamento. Mas, indubitavelmente, novos estudos deverédo ser conduzidos afim
de determinar outros parametros importantes que ndo foram elucidados nesse estudo, como por
exemplo por quanto tempo ap6s o término do tratamento dos bovinos, as fezes mantém
concentracdes de piriproxifen capazes de promover um controle efetivo sobre as formas
imaturas de H. irritans ou, em estudo mais prolongado, se piriproxifen mantém a efetividade
de forma constante ou ainda, se havera sinais de intoxicagdo crdnica nos animais tratados.
Outras vias de administracdo de piriproxifen também necessitam ser estudadas. Assim como a
efetividade sobre as formas imaturas de outros ectoparasitos, como carrapatos, larvas de
Dermatobia homins ou larvas de Cochliomyia hominivorax.

Necessita-se ponderar que multiplos fatores estdo envolvidos para que haja pleno
sucesso na criagdo de H. irritans e alguns deles podem ser minimizados com a criagdo in vitro,
como por exemplo, a oferta de um ambiente favoravel no que se refere a temperatura, umidade
e substratos considerados ideais para a criagdo, mas que mesmo assim tornam-se limitados se
as condicOes do ambiente onde os adultos foram capturados tiverem em condicgdes extremas de
falta de temperatura e/ou umidade adequadas, interferindo diretamente na quantidade e
qualidade dos ovos que serdo postos pelas fémeas e, consequentemente, nas taxas 0timas de
todo o ciclo de vida de H. irritans in vitro. Além disso, por ser uma acao indispensavel aos
estudos in vitro, a manipulagdo incorreta dos ovos com pincel poderia danificar os ovos,
contribuindo para uma maior perda devido ao erro de técnica empregada, que no presente
estudo parece ndo ter influenciado no resultado final.

A situagdo da resisténcia de H. irritans no Brasil e no mundo frente aos inseticidas
convencionais é alarmante e, por mais que haja esforcos, dedicacéo, investimentos financeiros
e de tempo para o desenvolvimento de um novo produto, devemos cada dia mais estar
consciente de que sem que haja a conscientizacdo coletiva quanto a necessidade de utilizagéo
correta do produto, respeitando a dosagem a ser utilizada, assim como a frequéncia estipulada
para o tratamento, dificilmente havera um produto que atenda as necessidades atuais de controle
parasitario de forma efetiva por muito tempo. Os IGR sdo, atualmente, uma ferramenta
extremamente Util no controle de populacdes resistentes, de forma bastante segura para todos
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0s envolvidos na atividade (meio ambiente, animal-alvo, seres humanos, animais ndo-alvo)
mas, como 0 uso em larga escala dessa classe de parasiticidas € relativamente recente, ainda
nédo se sabe quais consequéncias relacionadas ao uso indiscriminado e a longo prazo vao se
apresentar, o que justifica a preocupacdo e a necessidade de monitoramento constante e
pesquisas cientificas pela comunidade académica.
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