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RESUMO

BEZERRA, Ramon da Luz. Atividade do Triflumuron, Diflubenzuron, e sua Associa¢ao no
Controle de Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera, Pulicidae). 2023. 48p. Dissertacdo
(Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, 2023.

A pulga do gato, conhecida como Ctenocephalides felis felis, representa o principal ectoparasito
encontrado em cdes e gatos domésticos em todo o mundo. Esses insetos desempenham um papel
fundamental como vetores de importantes agentes patogénicos, e a saliva deles pode desencadear
dermatite alérgica por picada de pulga. Os reguladores de crescimento de insetos, séo amplamente
empregados em estratégias de controle e suas combina¢des demonstram ser promissoras para 0
desenvolvimento de novas formulacGes. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade do diflubenzuron
e triflumuron, estimar asconcentracdes letais (CL) e avaliar a associacdo destes dois reguladores para
as formas imaturas de C. felis felis. No presente estudo foram testadas in vitro, larvas de C. felis felis de
primeiro instar em dois gramas de dieta larval impregnada com diflubenzuron e triflumuron em
diferentes concentracGes de para ambos os compostos. Apo6s a impregnacao, avaliou-se tanto a evolucao
do ciclo e como a emergéncia dos adultos desafiados no dia 28 apds a impregnacao. Observou-se uma
atividade reguladora de 97,9% na concentragdo 5 ppm (5 pg/g) de diflubenzuron em larvas de 1° instar
e de 100 % na concentracdo 10 ppm (10 pg/g) de triflumuron. As concentragdes letais 50 para larvas
foram de 0,370 ppm (0,370 pg/g) para diflubenzuron e de 3,45 ppm (3,45 |g/g) para triflumuron. Com
bases nesses resultados, pdde se afirmar que essas benzoilfenilureias obtiveram atividade sobre as larvas
de C. felis felis interferindo em seu ciclo de desenvolvimento, apresentando um efeito inibidor de
emergéncia de adultos. Contudo, esses reguladores de crescimento ndo apresentaram o efeito sinérgico
no controle de C. felis felis.

Palavras-chave: larvas; controle; disruptores de desenvolvimento; benzoilfenilureias.
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ABSTRACT

BEZERRA, Ramon da Luz. Activity of triflumuron, diflubenzuron and association in the
control of Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera, Pulicidae). 2023. 48p. Dissertation
(Veterinary Science). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, 2023.

The cat flea, known as Ctenocephalides felis felis, is the main ectoparasite found on domestic
dogs and cats worldwide. These insects play a key role as vectors for important pathogens, and
their saliva can trigger flea-bite allergic dermatitis. Insect growth regulators are widely used in
control strategies and their combinations show promise for the development of new
formulations. The aim of this study was to evaluate the activity of diflubenzuron and
triflumuron, to calculate the estimated lethal concentrations (LC) and to evaluate the
combination of these two regulators for immature forms of C. felis felis. In this study, first-
stage C. felis felis larvae were tested in vitro on two grams of larval diet impregnated with
diflubenzuron and triflumuron. After impregnation, the cycle was evaluated and the emergence
of the challenged adults on day 28.A regulatory activity of 97.9% was observed at a
concentration of 5 ppm (5 pg/g) of diflubenzuron in 1st instar larvae and 100 % at a
concentration of 10 ppm (10 pg/g) of triflumuron .The lethal concentrations 50 for 1st instar
larvae were 0.370 ppm (0.370 pg/g) for diflubenzuron and 3.45 ppm (3.45 pg/g) for
Triflumuron .Based on these results, it can be said that these benzoylphenylureas were active
on C. felis felis larvae, interfering in their development cycle and inhibiting the emergence of
adults. However, these growth regulators did not have a synergistic effect on the control of C.
felis felis.

Keyword: larvae; control; developmental disruptors; benzoylphenylureas.
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1 INTRODUCAO

A estreita relagdo entre seres humanos e animais de estimagéo, como caes e gatos, que
muitas vezes sdo considerados parte da familia. Essa proximidade entre humanos e animais de
estimacdo torna crucial cuidar da saude desses animais, ja que varias doencas podem ser
transmitidas entre eles e os humanos. Muitas dessas doencas sdo propagadas por vetores
artrépodes, sendo as pulgas 0s principais ectoparasitos de cdes, gatos e outros animais em todo
0 mundo.

A espécie Ctenocephalides felis felis, conhecida como a pulga do gato, € um
ectoparasito comum e relevante nesse contexto. No ciclo de vida das pulgas, apenas os adultos
parasitam os hospedeiros e as formas imaturas se desenvolvem no ambiente.

Muitas espécies de pulgas atuam como vetores de doencas, incluindo aquelas que
causam a peste, o tifo murino, a doenca da arranhadura do gato e outras. As pulgas também sdo
responsaveis por causar dermatite alérgica, uma doenca imunoldgica desencadeada pela
sensibilidade do hospedeiro as substancias salivares das pulgas durante a alimentac&o.

Nos Estados Unidos, séo gastos 15 bilhdes de dolares anualmente para proteger animais
de estimacdo contra pulgas, e os produtos para controle de pulgas representam uma parte
significativa do mercado de medicamentos para animais de estimagdo em todo o mundo (Rust,
2017).

Nos ultimos anos, houve uma mudanca no foco da pesquisa e desenvolvimento de
produtos para o tratamento das pulgas. Atualmente os farmacos utilizados para o controle séo
majoritariamente formulacfes tOpicas e orais. Agora, 0 objetivo é tratar os animais com
produtos que atuem nos estagios adultos das pulgas e interrompam seu ciclo de vida,
eliminando a necessidade de tratamentos ambientais com inseticidas. Porém entende-se que 0
uso de mais de uma medida melhora o controle das populacdes globais e limita o risco da
emergéncia de resisténcia.

Os reguladores de crescimento de insetos (IGRs) desempenham um papel importante
nesse novo enfoque, pois interrompem o desenvolvimento das pulgas em seus estagios
imaturos, impedindo assim a reproducdo desses parasitas. A sensibilidade vista dos estagios
imaturos frente a atividade residual dos reguladores de crescimento nos permite tratar lugares
onde o desenvolvimento larval ocorre, e com isso interromper o ciclo biolégico da pulga.

A atividade das benzoilfeniluréias (BPUs) no desenvolvimento dos artrépodes e o
potencial controle em numerosas pragas foi descoberto nos anos 1970. O diflubenzuron foi o
primeiro composto desenvolvido e subsequentemente outros foram descobertos e introduzidos
no controle de diversos artrépodes, tais quais o triflumuron, o fluazuron e o novaluron. Elas
apresentaram uma interessante atividade na interferéncia do ciclo biolégico de diversos insetos.

Ultimamente tém se observado a resisténcia das pulgas a certos inseticidas como
piretroides, organoclorados e carbamatos, o que justifica buscar nas combinacdes de produtos
a prevencao dessa resisténcia, e 0 aumento da eficacia do controle de pulgas. O sinergismo tem
se mostrado uma ferramenta util, porém ndo ha informacdes acerca da interacdo dos inseticidas
supracitados em Ctenocephalides felis felis.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade in vitro do triflumuron, do
diflubenzuron e de sua associacdo sobre Ctenocephalides felis felis na interrupcdo do
desenvolvimento de seu ciclo biolégico de larva a adulto, estimar as concentracdes letais e
avaliar se ha sinergismo quando associados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia e Importancia de Ctenocephalides felis

Pulgas sdo um dos principais ectoparasitos de cdes, gatos, aves e roedores ao redor do
mundo. Aproximadamente, 2525 espécies foram identificadas, 96% infestando mamiferos e
4% infestando aves (Rust, 2016), podendo também infestar humanos (Halos et al., 2014).
Pulgas sdo os principais insetos ectoparasitos em cdes e gatos domésticos, com diferentes
espécies sendo regularmente coletadas. Diversas espécies sdo importantes pelas doencas das
quais transmitem especialmente algumas pertencentes ao género Ctenocephalides, Pulex e
Xenopylla. A pulga do gato, C. felis felis, é a mais comum e importante subespécie (Rust,
2016). Em sua fase adulta, sdo parasitos hemat6fagos obrigatdrios.

As pulgas que pertencem a Familia Pulicidae sdo vetores competentes de diversos
patdégenos sendo algumas delas zoonéticas como Yersinia pestis (Peste), Rickettsia typhi (tifo
murino), Bartonella henselae (doenca da arranhadura do gato), Rickettsia felis (riquetsiose
felina) e Dipylidium caninum (dilepidiose) (Beugnet ;Marié, 2009) . Também sdo responsaveis
pela producdo de dermatite alérgica, uma doenca imunolégica deflagrada pela
hipersensibilidade produzida no hospedeiro devido a injecdo de material antigénico das
glandulas salivares das pulgas (Dryden; Rust, 1994).

Mais de 15 milhdes de dolares sdo gastos anualmente na protecdo dos animais de
companhia contra as pulgas. Os parasitos representam 46% do mercado da sadde animal de
companhia a nivel mundial, sendo os ectoparasiticidas o maior segmento. Nos EUA, cerca de
65% de todas as familias tém animais de companhia, majoritariamente gatos e cées. As pulgas
e carrapatos representam uma preocupacdo e um investimento consideravel por parte do
publico no bem-estar dos seus animais de estimacdo. Em 2011, estima-se que foram gastos 2,4
mil milhGes de ddlares em antiparasitarios para animais de companhia. Este mercado continua
a crescer a uma taxa de crescimento anual composta de 5%. No entanto, 0s custos de
desenvolver novos parasiticidas sdo enormes e este sera certamente um fator nos esforcos
continuos esforcos para desenvolver e registar parasiticidas para pequenos animais (Rust,
2017).

Muitas revisdes gerais sobre a biologia e caracteristicas epidemioldgicas de C. felis
foram publicadas desde 1997. A espécie C. felis € uma praga global e o aquecimento global
provavelmente ndo afetara a sua distribuicdo. Fatores como a baixa persisténcia da pulga do
gato em ambientes eternos, sua presenca de criadouros internos, assim como ter um ciclo
totalmente especializado com condi¢es de humidade e temperatura especificas para seu
desenvolvimento, sugerem que a distribuicdo da pulga do gato ndo mudara de forma drastica.
No entanto, com o0 aumento da temperatura e o grande nimero de geracdes por ano, a densidade
populacional pode aumentar drasticamente (Rust, 2017).

Em uma perspectiva sistematica, por seis décadas permaneceram quatro subespécies
de pulga, nomeadamente C.felis damarensis, C.felis felis, C.felis orientis e C. felis strongylus.
As sequéncias de nucleotideos ITS1 e ITS2 e a sequéncia de 16SrDNA permaneceram
constante em populacdes em todo 0 mundo e os resultados ndo sustentaram uma subespécie de
C. felis. Diversos microssatélites (SSR) foram identificados e podem ajudar a determinar se
cepas especificas de C. felis existentes, a existéncia de subspécies e estudos epidemiologicos
de Rickettsia felis. Sequéncias de citocromo C oxidase subunidade cox1 e cox2 indicaram que
C. felis felis e C. felis strongylus sdo parafiléticos e C. felis orientis sdo monofiléticos. Trés
ramos distintos de C. felis felis foram encontrados. Estudos similares com subunidades cox1 e
cox2 revelou que C. felis felis da Nova Zelandia pertencia ao ramo 1 como as da Australia e da



Europa. Nenhuma variag&o intraespecifica foi encontrada no marcador ITS1 para 52 espécimes
de C. felis felis analisadas de 17 localidades diferentes no sul dos EUA, sugerindo que um
gargalo genético ou foram introduzidos recentemente. Populactes de C. felis felis e C. canis da
Espanha, Ird e Africa do Sul foram examinados e as sequéncias ITS1 conduzidas. Ambas as
espécies foram claramente separadas (Rust, 2017).

Recentes esforgos sistematicos, incluindo técnicas moleculares, elevaram duas das
subspécies a espécies completas, C. damarensis e C. orientis. C. felis felis foi encontrada
apenas em gatos e cdes enquanto C. felis strongylus foi encontrada em grandes animais em
fazendas. Na Africa do Sul, C. felis strongylus foi coletada em gato selvagem e em cées
domésticos em areas rurais. Possivelmente, C. felis strongylus também seré elevado ao status
de espécie no futuro (Rust, 2017).

A relacdo de ectoparasito da pulga adulta para com seus hospedeiros varia largamente.
Algumas espécies de pulgas permanecem em seus hospedeiros apenas tempo suficiente para se
alimentar, algumas no seu estagio larval e algumas completam sua vida inteira no hospedeiro.
Adultos aparentemente desenvolvem uma relagéo persistente com seus hospedeiros (Dryden;
Rust, 1997).

A pulga C. felis é a especie mais encontrada em infestagdes por todo 0 mundo. A
sobrevivéncia de C. felis durante invernos em temperaturas climaticas do Norte é intrigante
porque ha uma aparente inabilidade de qualquer estagio de sobreviver a exposicdo a
temperaturas abaixo de -1°C por mais de cinco dias. A sobrevivéncia e manutencdo das
populacdes de C. felis € provavel que ocorra atraves de alguns mecanismos como a presenca
de adultos em cdes e gatos domésticos e selvagens, presenca de adultos em animais urbanos
selvagens, desenvolvimento retardado dos estagios imaturos no subsolo protegido contra
congelamento e o desenvolvimento retardado da pupa e adultos emergindo no ambiente
doméstico. A larga gama de hospedeiros e habilidade C. felis em estabelecer populacdo em
logradouros humanos. Esses mecanismos permitiram que as pulgas se espalhassem com
sucesso por todo o globo (Dryden; Rust, 1997).

Adultos de C. felis apresentam um ritmo circadiano com atividade maxima ocorrendo
cerca de 9 horas na fase mais clara do dia. O acasalamento nunca ocorre fora do hospedeiro.
As pulgas necessitam se alimentar continuamente para que o acasalamento e a inseminacao
ocorra.. Machos com dietas isentas de proteinas e alimentados com solugdes salinas foram
incapazes de inseminar fémeas. Também a exposicdo das pulgas a temperatura corporal do
hospedeiro e a quantidade de sangue ingerido foram dois fatores que influenciaram a
inseminacdo. Apenas machos alimentados tentaram acasalar com fémeas ndo alimentadas ou
alimentadas. A maioria dos acasalamentos ocorreu a 38°C que é atemperatura corporal de gatos
e cachorros. Interessantemente, um extrato de clorofomio:metanol de fémeas virgens parece
conter um feroménio sexual. Uma fémea de C. felis acasala com muitos machos (Rust, 2017).

Uma vez que o hospedeiro é adquirido C. felis inicia sua alimentacao e o acasalamento
ocorre entre 8-24 horas. Majoritariamente as fémeas acasalam com 34 horas. A fémea de C.
felis inicia a postura de ovos entre 24-36 horas depois da sua primeira ingestdo de sangue.
Durante o pico da reproducdo, na qual ocorre entre 4-9 dias do inicio da alimentacdo, as fémeas
aumentam em 140% o seu peso. Pulgas que iniciaram sua reproducdo usualmente morrem entre
24-48 se removidas do hospedeiro. Quando o asseio do hospedeiro é restrito, C. felis pode
soltar entre 40 e 50 ovos por dia durante o pico da reproducdo, e 85 % das fémeas e 58% dos
machos permanecem no hospedeiro por pelo menos 50 dias. A reproducdo pode continuar em
um ritmo devagar por cerca de 100 dias (Rust, 1997).

A preparacdo do proprio hospedeiro desempenha um papel significativo na relagdo do
ectoparasita com o hospedeiro. Gatos alojados em gaiolas metabdlicas e que sdo permitidos a
se escovarem, ingerem numeros substanciais de ovos em poucos dias. Sendo assim, a producao
pode reduzir consideravelmente. Um estudo investigou a movimentacdo da pulga entre os



gatos. Quando dois gatos vivem juntos em uma gaiola com 0,4 m por sete dias, eles transferem
apenas 8-15% da sua populacdo de pulga para o outro. Apesar da possibilidade de uma
transferéncia direta da pulga de um hospedeiro para o outro exista, € mais provavel que em
maior parte da causa de infestagdo seja adquirindo novas pulgas emergidas no ambiente (Rust,
1997).

2.2 Controle de Ctenocephalides felis felis

Diferentes métodos de controles podem ser utilizados para o controle da pulga do gato,
podendo ser métodos fisicos, que incluem a aspiracdo de formas involutivas no ambiente,
bioldgicos, que inclui a utilizacdo de esporos de fungos, e 0s métodos quimicos (Rust, 2020).
Os produtos quimicos sdo os mais amplamente utilizados principalmente quando aplicados no
préprio hospedeiro. Muitos compostos naturais e sintéticos sdo conhecidos para o controle de
pulga. Incluindo formulagGes como sprays, coleiras, produtos pour-on, coleiras, shampoos e
pos. A escolha do produto, é baseada em fatores como a espécie do animal, tipo do ambiente,
se 0 animal vive no interior ou em ambiente exterior e frequéncia de banho do animal. Os
principais objetivos do controle de pulgas séo proporcionar um alivio do animal infestado de
pulgas e evitar a reinfestacdo, interrompendo o ciclo biologico do artropode (Marsella, 1999).

Tradicionalmente o controle de pulgas consiste em aplicar o produto no animal (onde
o0s adultos residem) e produtos para utilizar no ambiente (onde ovos, larvas e pupas residem).
Com as novas formulacGes, que agem mais rapidamente e sdo mais persistentes, tratar apenas
o animal pode ser suficiente para controlar a infestacdo por pulgas. Porém isso € mais eficaz
em um animal domiciliado se comparado a um animal que tenha acesso ao ambiente externo,
que tera uma maior exposicdo as fases de vida das pulgas presentes no ambiente (Siak;
Burrows, 2012). Diversos sdo 0s grupos quimicos que podem ser utilizados no controle da
pulga do gato, entre eles estdo os organoclorados, carbamatos e organofosforados.

2.3 Organoclorados, Carbamatos e Organofosforados

Os organoclorados sdo inseticidas a base de hidrocarboneto clorados que podem ser
divididos, de acordo com a sua estrutura quimica, nos seguintes grupos: isémeros do
hexacloreto de benzeno (BHC) como o lindane; ciclodienos, como aldrina, dieldrin, endrina,
clordano, heptacloro e endosulfan; diclorodietiltricloroetano (DDT) e andlogos como o
metoxicloro, o dicofol e o clorobenzilato (sendo os dois ultimos sdo utilizados principalmente
como acaricidas até os tempos atuais) (Tordoir; Sittert, 1994). O mecanismo de acdo do
diclorodietiltricloroetano é causar uma inibicdo da conducdo de sodio ao longo das fibras
nervosas sensoriais e motoras, mantendo os canais de sodio abertos, resultando em um atraso
na repolarizacdo da membrana axonal. Isso resulta em um nervo vulneravel a descargas
repetitivas de pequenos estimulos que normalmente causam um potencial de acdo em um
neurdnio totalmente repolarizado. Os ciclodienos agem inibindo o acido gama -aminobutirico
(GABA), estimulando o fluxo de ions cloro e interferindo no fluxo dos ions célcio, resultando
em uma despolarizacdo parcial da membrana pds-sindptica e uma vulnerabilidade a descargas
repetitivas (Taylor, 2001).

Os organofosforados e carbamatos partilham uma propriedade comum, ou seja, a
inativacao da acetilcolinesterase. Os organofosforados mimetizam a estrutura da acetilcolina e
quando se liga a colinesterase, provocam a fosforilagdo da enzima. Com a colinesterase
transforilada h&4 uma incapacidade de degradacdo da acetilcolinesterase acumulada na
membrana pds sinaptica, levando a paralisia neuromuscular. Os carbamatos sao
anticolinesterasicos e causam um bloqueio espontaneamente reversivel da enzima



acetilcolinesterase sem a possibilidade de alteracdo (Taylor, 2001). Coumaf6s e Propoxur sdo
exemplos de organofosforado e carbamato ainda utilizados atualmente no controle de pulgas.

Os carbamatos, como o carbaril, e os organofosforados se mostraram pouco eficazes
quando usados no controle de C. felis, devido a resisténcia encontrada (Rust, 2016).

2.4 Fenilpirazoles

O fipronil é um fenilpirazole inseticida/acaricida que atualmente é comercializado como
spray a base de alcool 0,29% e como solucdo spot-on a 9,7% para 0 uso em caes e gatos
(Dryden, 2009). Quimicamente, é um (5-amino-1-[2,6-
dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-[(trifluorometil)sulfinil]-1H-pirazol), amplamente utilizado
na agricultura para o tratamento de solo e em revestimento de semente e no controle de
ectoparasitos de animais de companhia e bovinos. Seu mecanismo de agdo é a inibi¢&o de forma
ndo competitiva o influxo de ions cloreto induzido pelo receptor GABA (Gupta; Anadon,
2018). A ativagao deste receptor GABA, aumenta a concentragdo intraneuronal de ions cloreto
hiperpolarizando o neurénio (Matus-Medel, 2011). Consequentemente, a ligacdo do fipronil
blogueia a agéo inibitoria dos GABA, conduzindo a hiperexcitacdo neural e em concentragdes
suficientes, paralisia e morte. O fipronil apresenta a mesma toxicidade em artropodes e
mamiferos pelo mesmo mecanismo, porém devido a acéo seletiva, a toxicidade é muito maior
em artropodes se comparada a mamiferos (Gupta; Anadén, 2018).

Diferentes com formulacGes em spot-on demonstraram uma reducéo acima de 95% na
contagem de pulgas vivas no animal, assim como também podendo prevenir novas infestacoes
em até 8 semanas apos o tratamento. (Dryden et al., 2000; Dryden et al., 2011; Kuzner et al.,
2013).

2.5 Piretrinas e Piretroides

Os piretroides sintéticos sdo mimicos dos piretros, compostos extraidos de flores de
crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium), sendo amplamente utilizados no controle
quimico para o combate de agentes biologicos que prejudicam a satde publica e agropecuéria.
Quando contrastado a outras moléculas naturais, as estruturas quimicas das piretrinas sdo mais
simplodrias e, ainda, por suas moléculas serem constituidas por duas subunidades estruturais,
uma alcodlica e outra &cida, ha a possibilidade de elaborac@es de sinteses menos abstrusa do
que aquelas envolvendo moléculas complexas (Hirata, 1995). S8o biodegradaveis, nao
cumulativos e por sua estabilidade, causam menos frequentemente intoxicacdo em mamiferos
comparado a outros inseticidas presentes no mercado, embora possam causar
hipersensibilizacao e irritacdo das mucosas nesses animais (Palchick, 1996).

O mecanismo de acdo dos piretroides em ectoparasitos, € 0 mesmo que nos mamiferos
(Casarett; Doull, 2008). Os piretroides mantém os canais de sddio abertos nas membranas dos
neurdnios, afetando o sistema nervoso periférico e central do inseto, estimulando a producéo
de descargas repetitivas pelas células nervosas, eventualmente, causando paralisia (Vale,
2007).

A deltametrina é utilizada em pd e em colares impregnados para controle de pulgas
(Botelho, 2014; Eads; Biggings, 2019). O fluvalinato, ciflutrina, e a cipermetrina ja foram
testadas para o controle de pulgas adultas, sendo a ciflutrina a mais eficaz destas (Lemke,
1989).



A utilizacédo de piretroides para controlar as pulgas de gato acabou por gerar resisténcia
nesses insetos. Diversos fatores incluindo genéticos, biologicos e operacionais do uso desses
produtos contribuiram para o surgimento dessa resisténcia (Rust, 2016). Porém, devido a sua
acdo repelente, os piretroides continuam no mercado ao serem associados a outros principios
ativos (Blagburn; Dryden, 2009).

2.6 Semicarbazonas

A metaflumizona tem atividade sobre insetos das ordens Siphonaptera, Diptera,
Isopetera, Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera. Seu controle é duradouro em pulgas com
uma Unica aplicagdo spot on. S&o derivados quimicamente dos bloqueadores dos canais de
sodio do inseticida pirazolina, paralisando os insetos e bloqueando a atividade nervosa,
interferindo nos canais de sédio dependentes de voltagem. Isso resulta em uma maior
sensibilidade do nervo e também causam convuls6es (Salgado; Hayashi, 2007).

No controle de C. felis felis a metaflumizona demonstrou eficacia maior que 95% para
o0 controle de pulgas, porém sem acdo repelente (Rugg; Hair, 2007).

2.7 Oxadiazinas

O indoxacarbe é um inseticida pertencente ao grupo das oxadiazinas com excelente
atividade, contra uma vasta gama de pragas. Em insetos, ele é descarbometoxilado para o N-
decarbometoxilado de Indoxacarbe (Shono et al., 2004) e possui o indoxacarbe tem uma grande
toxicidade em insetos e baixa mamiferos. Seu metabdlito bloqueia os canais de sodio nos
complexos neurais e em nervos isolados. Porém o mecanismo do indoxacarbe ndo é muito bem
conhecido (Song et al., 2006). Também apresentam uma boa atividade contra Lepidoptera,
Homoptera e Coleoptera (Wing et al., 2000).

O uso de indoxacarbe na formugdo “spot on” foi eficiente no controle de C. felis felis.
Reduzindo também a emergéncia dos adultos e a contagem dos ovos (Dryden et al., 2013).
Cées tratados com indoxacarbe topico apresentam melhora significativa dos sinais clinicos
observados na dermatite alérgica (Fisara et al., 2014).

2.8 Espinosinas

As espinosinas sdo oriundas de um actinomiceto denominado Saccharopolyspora
spinosa. As moléculas responsaveis pela atividade inseticida sdo identificadas como lactonas
macrociclicas. O spinosad foi o primeiro inseticida desta familia a ser comercializado. Séo
vantajosos pois sdo altamente seletivos para insetos quando comparados a de mamiferos
(Moreiraetal., 2012). O spinosad € uma mistura de espinosinas A e D, compostos tetraciclicos-
macrolideos, derivados do fungo actinomiceto (Cisneros, 2002).

O spinosad € particularmente toxico para Diptera e Lepidoptera (Cisneros, 2002). O
mecanismo de acdo deste ativo é o estimulo do receptor colinérgico, induzindo persistente
ativacdo alostérica dos receptores nicotinicos de acetilcolina, resultando na morte dos insetos
(Moreira et al., 2012). O spinosad também age sobre os receptores GABA.

Comprimidos a base de spinosad tém sido usados no tratamento de pulgas em cées e
gatos, reduzindo com eficécia as contagens nas populacées de pulgas (Dryden et al., 2017). O
spinosad também diminui a contagem de ovos de pulgas (Blagburn et al., 2010).



2.9 Neonicotindides

A descoberta dos inseticidas neonicotinoides pode ser considerada um marco na
pesquisa de agroquimicos. Atualmente os neonicotindides representam a classe de inseticidas
de crescimento mais rapido, desde a introducdo e comercializagdo dos piretroides (Jeschke;
Nauen, 2008). Os neoticotindides tém uma vasta gama de aplicacdes em medicina veterinaria
e de protecdo de culturas. Seus alvos moleculares sdo os receptores nicotinicos para acetilcolina
em insetos, que medeiam a neurotransmisséo colinérgica rapida. Neste grupo, estdo inseridos
nitempiram, imidacloprida, dinotenfuran, acetamiprida e tiametoxam (Matsuda et al., 2020). A
imidacloprida apresenta boa eficacia contra adultos e outras formas imaturas (Rust et al., 2014).
Ela vem sendo utilizada em colares e “spot on”, associada com outros ativos (Stanneck et al.,
2012).

2.10 Isoxazolinas

As isoxazolinas s&o uma nova classe de ectoparasiticidas com uma potente atividade
inibitoria sobre os canais de cloro ativados por glutamato e GABA localizados no sistema
nervoso dos invertebrados. Nos Ultimos anos, varios estudos foram utilizados para avaliar a
eficAcia e a seguranca das isoxazolinas contra pulgas, carrapatos e acaros. Afoxolaner,
fluralaner, sarolaner e lotilaner séo membros das isoxazolinas, com potente acdo inibitoria
envolvendo o GABA e canais de cloro de invertebrados e com grande margem de seguranca
para vertebrados. Sdo comercializados em comprimidos orais (Tust, 2020; Zhou et al., 2022).

Desta classe, o sarolaner se mostrou eficaz em cessar completamente na postura de ovos,
e em ambientes infestados houve reducdo da contagem de pulgas adultas de 96%
(Breitschweerdt et al., 2016). As isoxazolinas foram comprovadamente atestadas como seguras
para vertebrados (Palmieri et al., 2020).

2.11 Reguladores de Crescimento de Insetos/Disruptores de Desenvolvimento de Insetos

Os reguladores de crescimento de insetos interferem no crescimento e desenvolvimento
das pulgas, mas ndo possuem efeito nas pulgas adultas. Reduzem a infestacdo das pulgas,
eliminando as fases de vida ambiental e assim, impedindo a reinfestacdo. Sdo administrados
com adulticidas no inicio do tratamento, pois hd uma necessidade de controlar estes, antes do
controle das fases ambientais. Os reguladores de crescimento podem ser divididos em duas
categorias :inibidores da sintese de quitina (1SQ) e analogos do horménio juvenil de artrépodes
(AHJ) (Rust; Hemsarth, 2016; Shipstone; Mason, 1995; Siak; Burrows, 2012).

Os reguladores de crescimento abrangem as benzofenilureias que tem como o lufenuron
como seu principal representante. Ele inibe a sintese, polimerizacdo e a deposi¢do de quitina
durante o desenvolvimento da pulga. As fémeas que ingerem o lufenuron geram ovos inférteis
(Siak; Burrows, 2012).

Os AHJ sdo representados pelo metoprene e piriproxifen. Com a descoberta da
capacidade destes compostos em penetrar a cuticula dos insetos, inspiraram a ideia de usa-los
como meios de controle. Sdo amplamente utilizados como tratamentos topicos para animais



domésticos e também utilizados no ambiente para controle de Ctenocephalides felis . S&o
atrativos por possuirem uma pequena toxicidade em mamiferos, um minimo impacto ambiental
e facil uso. A combinagdo destes, reduz em pelo menos um ter¢o da quantidade exigida para
proporcionar uma mortalidade eficaz do metopreno sozinho (Jindra; Bittova, 2019; Rust;
Hemsarth, 2016).

O metoprene apresenta uma boa atividade ovicida, evitando assim a eclosdo dos ovos
de pulga, e possui excelente efeito larvicida (Palma et al., 1993). Quando associado com o
adulticida fipronil, apresenta um controle eficiente tanto no animal como no ambiente para
diferentes formas evolutivas da pulga (Dryden et al., 2011).

O piriproxifen apresenta uma Otima acdo ovicida e larvicida. Larvas de primeiro
estagio, quando expostas em um meio tratado com piriproxifen sdo bastantes susceptiveis E as
pulgas adultas que se alimentam de sangue contendo esta regulador de crescimento morrem
rapidamente (Meola et al., 2000; Rust; Lance; Hemsarth, 2016). Apresenta uma boa eficécia
quando associado com dinotefuran, permetrina, d-fenotrina e ciflutrina (Batista, 2013; Dryden
etal., 2011; Souza et al., 2012).

O efeito disruptor das benzoilfenilureias (BFU) no desenvolvimento dos artropodes e
seu potencial para controlar diversas pragas foi descoberto no inicio da década de 1970. O
diflubenzuron foi o primeiro composto desenvolvido e subsequentemente, foram descobertos
e introduzidos numerosos andlogos do diflubenzuron para o controle de pragas na agricultura,
silvicultura, saude publica e na saude animal. Pouco tempo apds sua descoberta, 0 mecanismo
de acdo molecular comum que age na sintese de quitina dos artropodes foi amplamente
investigado e progressivamente revelado. E isto resultou na sua alocagdo no grupo dos
chamados inibidores da sintese de quitina (Chen et al., 2013).

Antes da descoberta das BFU, ja eram conhecidos outros disruptores de crescimento de
insetos, principalmente os andlogos da ecdisona e do horménio juvenil, que ndo interferem com
a sintese de quitina. Se comparado com outros praguicidas, as BFU, tém a vantagem
significativa de atuarem sobre mecanismos fisiologicos e bioquimicos especificos dos
artropodes, que ndo existem nos vertebrados, que os tornam praticamente ndo toxicos para
mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes. Em contrapartida, a maior parte dos outros
pesticidas atuam sobre o sistema nervoso e sdo, portanto, mais toXicos para 0S parasitos
artropodes, hospedeiros vertebrados e operadores. Sua principal desvantagem, € que ndo sao
eficazes contra estagios adultos que, na maioria dos casos, séo as formas evolutivas que causam
danos diretamente ao hospedeiro e, por isso, sdo geralmente inadequadas para o uso terapéutico
contra infestacdes estabelecidas. Numerosos estudos mostraram que as BFU infligem sobre a
formacdo da cuticula em diferentes niveis, que resultam em defeitos na muda e eclosdo
defeituosa. Estudos com larvas de Drosophila mostraram que o fenotipo cuticular induzido
pelo tratamento com BFU assemelha-se ao observado em mutantes embrionarios defeituosos
na codificacdo do gene kkv quitina sintase (Chen et al., 2013; Junquera et al., 2019)

2.12 Benzoilfenilureias (BFU)

Foram introduzidas seis diferentes BFU para o controle de parasitos em interesse
veterinario, ou seja, aprovadas pelas autoridades reguladoras nos principais mercados de saude
animal: fluazuron, lufenuron, novaluron, teflubenzuron ,diflubenzuron e triflumuron como
mostraa Figurale 2.
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Figura 1. Estrutura quimica do Diflubenzuron.
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/37123#section=2D-Structure)
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Figura 2. Estrutura quimica do Triflumuron.
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/47445#section=2D-Structure)



O diflubenzuron (1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) foi responsavel por
diversos derivados com atividade inseticida. Foi o primeiro composto deste grupo a estar
comercialmente disponivel e foi foi registrado comercialmente como Dimilin e foi usado
primeiramente para controle de Diptera, Lepidoptera e Coleoptera (Grosscurt; Jongsma, 1980).
Em algumas espécies, ovos, larvas e adultos sdo suscetiveis pela atividade de contato do
diflubenzuron a exemplo de Musca domestica. O diflubenzuron utilizado topicamente em
larvas de Spodoptera littoralis sugeriu que sua acdo é mais toxica no contato se comparada a
ingestdo (Ascher; Nemny, 1976).

O diflubenzuron é resistente a degradacdo metabdlica por insetos e permanece ativo por
longos periodos e em certos ambientes é degradado pela dgua e microorganismos (lvie; Wrigth,
1978; Seuferer et al., 1978).

Em C. felis, o diflubenzuron foi testado em locais que simulavam casas e jardins.
Mostrou-se eficaz no controle de ovos e primeiros instares durante um ano em ambientes nos
quais simulavam casas e seis meses nos jardins. Aspiracdo dos carpetes ndo interferiu no efeito
residual do diflubenzuron. E em doses maiores (127 ng/cm?), o diflubenzuron néo teve acio
sobre todos os instares durante o processo de muda (Henderson; Foil, 1993; Moser et al., 1992).

O triflumuron foi primeiramente desenvolvido para protecdo de plantios e
posteriomente utilizado na veterinaria. O triflumuron também foi desenvolvido para o uso em
Salde publica (Baycidal®, Bayer), bem como para utilizagdo fora do animal e nos arredores
de onde o animal esta (Starycide®, Bayer) contra moscas domesticas, pulgas, mosquitos,
baratas e etc.

O triflumuron em ambientes em condicdes de laboratoriais, foi testado em trés espécies
Aedes albopictus, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e concluiu se efetivo contra estes que
apresentam resisténcia quando expostas a organofosforados e piretroides. Em A. aegypti houve
uma grande mortalidade larvar, sendo bastante promissor como um tratamento alternativo.
Pupas deformadas e incompletas foram encontradas em ensaios com Musca domestica expostas
ao triflumuron. Tratamentos orais e topicos em R. prolixus apresentaram efeitos na reproducéo,
longevidade, viabilidade e eclosdo dos ovos. O triflumuron, ultimamente vem sendo associado
a outros IGRs para controle de diferentes artropodes (Alzahrani, 2021; Belinato et al., 2013;
Fukase et al., 1987; Henriques et al., 2016;).

3METODOLOGIAS PARA AVALIACAO DE ATIVIDADE PULICIDA
IN VITRO

Essas metodologias buscam auxiliar no planejamento ,bem como na execugdo de estudos laboratoriais
e clinicos para avaliar a eficicia de ativos usados em cées e gatos como o objetivo de tratar,prevenir e
controlar infestagbes de pulgas . O termo ectoparasiticida inclui compostos inseticidas e
acaricidas ,além de reguladores de crescimento de insetos . A variedade de atividades biologicas que
resultam do tratamentos dos animais ,inclui:repeléncia , efeitos anti-alimentares ,rapidez de agao ,efeitos
letais imediatos e duradouros ,e também na interferéncia na fertilidade dos ovos e no desenvolvimentos
das fases do ciclo de vida fora do hospedeiro (Moser et al., 2007;Moser et al.,2012).

Elas apresentam padrdes e caracteristicas amplamente reconhecidas pela comunidade cientifica como
adequadas e essenciais para a coleta de dados cientificos . Espera-se que sirvam como referéncias para
os reguladores responsaveis por estabelecer requisitos significativos de registro em seus paises |,
auxiliem os pesquisadores na criagdo de propostas bésicas para a defini¢do eficaz de um novo material
em investigacao e reduzam a quantidade de animais utilizados em estudos,considerando tanto a reducéo
de custos quanto o bem estar animal. O bem-estar é especialmente relevante ,pois ,com certas
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excecOes ,como estudos in vitro de repeléncia de carrapatos ,a avaliagdo do controle de ectoparasitas
dificilmente pode ser realizada de forma mais fidedigna sem o uso de animais hospedeiros (Moser et
al., 2007;Moser et al.,2012).

Técnicas in vitro sdo comumente empregadas nas etapas de descoberta e pré-clinicas do
desenvolvimento de potenciais inseticidas ou acaricidas. Existem métodos que permitem determinar
valores de LC50 (Finney, 1971), expondo, por exemplo, certos estagios do ciclo de vida de pulgas ou
carrapatos a diferentes concentragcdes do composto quimico ativo em meios liquidos ou sélidos, como
sangue total ou papéis de filtro impregnados (Drummond et al., 1973; ; Rust e Reierson, 1989)."

3.1 Efeitos ovicidas em pulga

Estudos sobre ovos de pulgas podem ser necessarios, por exemplo, para demonstrar que 0s
ovos de pulgas produzidos apés a exposicdo a um IGR sdo inférteis ou que a producgéo de
ovos de pulga é interrompida por um tratamento pulicida residual (matar as pulgas recém-
adquiridas antes que possam botar ovos). Os dados devem incluir observacgdes feitas quando
0 periodo de persisténcia chegou ao fim, pois a atividade residual provavelmente diminuira
com o tempo. Devido ao fato de que fatores externos podem afetar a producéo e a fertilidade
dos ovos, comparagdes estatisticas devem ser feitas com controles néo tratados (Moser et al.,
2007;Moser et al.,2012).

Os ovos recolhidos de um animal infestado podem fornecer informac@es sobre a eficacia de
substancias contra pulgas apds aproximadamente 24 a 96 horas. Apds 72 horas da infestacdo,
0s animais s@o colocados individualmente em gaiolas com um fundo de tela para coleta de ovos
e detritos, que se acumulam em uma bandeja revestida com papel. E fundamental evitar a
contaminacdo da bandeja com alimentos, dgua e urina. Os ovos sdo coletados por um periodo
de 16 a 24 horas e contados com auxilio de uma agulha ou pincel fino. A taxa de ecloséo pode
ser estimada colocando uma quantidade conhecida de ovos em meio de cultivo de larvas de
pulga em placas de vidro, incubando conforme necessario e contando as larvas resultantes. Se
houver uma grande quantidade de ovos, devem ser preparadas multiplas placas para replicacao,
devido a sensibilidade desses processos biologicos as condi¢bes do ambiente. Para melhorar a
precisdo, os ovos nao eclodidos podem ser fixados na tampa da placa de Petri, fora do alcance
das larvas que eclodem e se alimentam. Essa técnica possibilita a contagem dos ovos eclodidos
e ndo eclodidos por meio de observacao direta (Moser et al., 2007;Moser et al.,2012) .

3.2Efeitos larvicidas em pulgas
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A eficécia in vitro obtida ndo fornece necessariamente uma indicacdo quantitativa do

desempenho no campo, pois isso pode ser influenciado por fatores externos. Detritos de
pelos, por exemplo, podem se dispersar em areas variaveis, impactando a quantidade de
material ativo que chega aos habitats das pulgas (Moser et al., 2007;Moser et al.,2012).

O método de criacdo de larvas de pulga é usado para colocar quantidades iguais de ovos
recém-coletados (normalmente entre 20 e 100 se disponiveis) em placas de Petri de vidro
replicadas . Animais néo tratados e tratados terdo detritos pesados misturados ao meio nas
placas de controle e teste. Mesmo pequenas quantidades de material ativo podem ter um
impacto significativo no desenvolvimento das larvas; portanto, é imperativo tomar precaucdes
rigorosas para evitar que o material ativo seja transferido para as placas de controle, superficies
de trabalho, instrumentos ou equipamentos. Os recipientes sdo incubados a 70 a 90% de
umidade relativa e a 21 a 29 graus Celsius. Apds 72 horas, as placas sdo colocadas e 0 niUmero
de larvas eclodidas é registrado e as placas sdo colocadas novamente na incubadora .Apds mais
nove dias, as pupas sao separadas do meio de criacdo por meio da passagem do contetdo de
cada placa por uma peneira de malha 40 (425 um). As pupas sdo contadas e transferidas para
recipientes novos com tampas seladas para que as pulgas adultas que estdo emergindo néo
possam escapar. Aproximadamente 35 dias ap0s a coleta dos ovos, 0s recipientes sao retirados
dos incubadores e agitados. Antes de serem contadas, as pulgas adultas sé@o imobilizadas com
CO2 por congelamento ou imersdo em agua quente. Apés a dissecacdo das pupas restantes,
quaisquer adultos normalmente desenvolvidos séo adicionados a quantidade total de pulgas
(Moser et al., 1991;Moser et al., 2007;Moser et al.,2012; Richman et al., 1999) .
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da Experimentacéo

Todo o estudo foi realizado no Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV) no Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (IV/UFRRJ).

4.2 Obtencgéo de Ctenocephalides felis felis

As pulgas Ctenocephalides felis felis foram obtidas de uma colonia laboratorial mantida
nas dependéncias do LQEPV desde 1998 aprovada pela CEUA-IV-UFRRJ sob o nimero
9094180418 e cadastrada no SisGen sob 0 nimero A85009C.

4.3 Ativos

Foram testados reguladores de desenvolvimento de insetos, sendo duas
benzoilfenilureias o diflubenzuron e o triflumuron (Grau de pureza de 48,0%))

4.4 Determinacdo da Concentracdo Letal 50 e 90 para formas imaturas de
Ctenocephalides felis felis

Todos os farmacos foram solubilizados em acetona (Rust et al., 2002). Para cada ativo,
foi preparada uma solucdo estoque de 500 ppm, e a partir dela foram preparadas 10
concentracdes decrescentes, 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; 50 e 100 ppm. Para cada
concentracdo foram realizadas seis réplicas. Para cada repeticdo foram desafiadas 10 larvas.
Para efeito de comparacao, foram mantidos dois grupos controle, um ndo contendo o solvente
e outro com acetona. Em todos os testes foram utilizadas placas de Petri descartaveis
60x15mm. O método utilizado para avaliacdo dos reguladores foi atraves da impregnacéo do
substrato larval (Rust et al., 2002; Rust, 2016). Para cada repeticdo foram utilizados dois
gramas de substrato larval proposto por Correia et al. (2003). O substrato larval foi impregnado
com um volume de 200pL de solucdo e mantido para secar em capela de exaustdo de gases por
um periodo de duas horas. Passado esse tempo o substrato larval foi incorporado a placa
contendo as respectivas formas evolutivas. Todo material foi identificado com a concentracao,
0 ativo e as larvas. Todo o experimento foi mantido em camara climatizada com demanda
bioguimica de oxigénio (BOD) com temperatura de 27 + 1° C e umidade relativa de 80%.

Uma primeira avaliacdo foi realizada aos 14 dias para acompanhamento do
desenvolvimento das larvas. Ja a avaliacdo e quantificacdo de adultos emergidos foi realizada
apos 28 dias. Os conjuntos de placas foram retiradas da BOD, apds a remocéo do elastico, as
placas contendo os substratos foram abertas de forma individual e examinadas com auxilio de
um estereoscopio, luminaria e pinceis. Durante todo o processo, foram tomadas precaucdes
para evitar manipulagdes excessivas que pudessem interferir de alguma maneira no ciclo das
larvas. Os procedimentos desde a coleta das larvas até a contagem das formas adultas podem
ser visualizados na Figura 3.
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Figura 3-A) Coleta das larvas de 1° instar B) Placas com meio impregnado com ativo

que serdo incubadas C) Recipientes usados para a impregnacdo do meio D) Lupa e luminéaria
utilizada para a contagem dos adultos. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4.5 Avaliacéo do Desenvolvimento das Larvas de Ctenocephalides felis felis

Os resultados das diferentes avaliacdes foram apresentados de forma quantitativa. As
observac@es do estudo foram conduzidas em relacdo a frequéncia de adultos emergentes e ao
desenvolvimento no ciclo evolutivo de C. felis felis. As avalia¢6es realizadas no ciclo incluiram
0 tempo de pupacdo de quando as pulgas foram expostas ao composto ativo e a evolucdo das
larvas durante o ciclo evolutivo. Os adultos recém-emergidos foram observados quanto a sua
presenca ou auséncia de atividade apds serem incubados na camara climatizada por 14 e 28
dias.

Para avaliar a mortalidade de C. felis felis no presente estudo, foram observadas
alteracdes nos aspectos morfoldgicos e também no ciclo evolutivo da pulga, os critérios foram
adaptados do trabalho de Rust e Hemsarth (2016). Foram consideradas como pulgas vivas
aquelas que conseguiram emergir da pupa e/ou que foram encontradas dentro do pupério de
com sua estrutura bem formadas e com suas as pernas livres de seu corpo. Para a contabilizacao
de pulgas mortas foram consideradas as larvas que ndo conseguiram passar para o estagio de
pupa e aquelas que apresentaram ma formag6es quando retiradas do pupario, possuindo aspecto
desidratado e pernas comprimidas ao corpo.
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4.6 Avaliacdo da Atividade Sinérgica entre Diflubenzuron e Triflumuron

Apds a obtengdo das concentracdes letais 50 do diflubenzuron e do triflumuron, estas
foram associadas nas proporgdes 1:1, 1:2 e 2:1, respectivamente. Foi empregado 0 mesmo
delineamento experimental para execucao do teste e avalicdo descritos no item 3.4 para larvas
de C. felis felis. Todo o experimento foi mantido em camara climatizada com demanda
bioquimica de oxigénio (BOD) com temperatura de 27 + 1° C e umidade relativa de 80%.

4.7 Analise dos Dados

Os dados obtidos foram submetidos ao programa computacional RStudio, analisados
com o pacote “Ecotoxicology” para obtengdo da estimativa das concentragdes letais 50 (CL50)
e 90 (CL90). Foi calculado o percentual de inibicdo de desenvolvimento para todas as
concentracgdes testadas.

O sinergismo foi avaliado através do programa computacional CompuSyn Inc. (Chou;
Martin, 2005). Foi calculado o indice de combinacéo proposto por Chou (2006) para avaliar a
atividade sinérgica, entretanto foi seguida a categorizacao simplificada proposta por Novato et
al. (2015) adaptada de Chou (2006), conforme o Quadro 1, que categoriza qualitativamente a
interacdo entre as substancias associadas.

Quadro 1. indice de combinacdo proposto por Novato et al. (2015) com a categorizacio
qualitativa do efeito da combinacéo de ativos.

Valor do indice de combinacdo | Descricdo do efeito
<0,7 Sinergismo

0,7-0,9 Sinergismo moderado
0,9-1,0 Efeito aditivo

1,10-1,45 Antagonismo moderado
>1,45 Antagonismo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade do Diflubenzuron sobre Larvas de Ctenocephalides felis felis

Na primeira observagdo, com 14 dias ap6s o inicio do experimento no momento da
incubagdo na BOD, as larvas nas concentragdes abaixo de 1 ppm (0,005 ppm; 0,01 ppm; 0,05
ppm; 0,1 ppm e 0,5 ppm) j& tinham feito a pupacdo. Na concentracdo 1 ppm algumas larvas
ainda nédo tinham passado pelo processo de pupacéo, algumas larvas foram encontradas sem
atividade e de tamanho menores (Figura 4). Nas concentragdes de 5ppm, 10 ppm, 50 ppm e
100 ppm, ja ndo haviam resquicios de larvas ou pupacdo. No grupo controle e placebo ja
haviam pupas formadas.

Figura 4. Larvas (A) e pupa (B) de Ctenocephalides felis no meio impregnado por diflubenzuron na
concentracdo 1 ppm. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Com 28 dias po6s incubacdo, 0s grupos com as concentracdes abaixo de 1 ppm foram
observadas pulgas adultas que emergiram normalmente e apresentavam comportamento ativo
com eficacia abaixo de 26% para todas as réplicas. Por outro lado, grupos com concentracdes
acimade 1 ppm (5 ppm, 10 ppm, 50 ppm e 100 ppm) causaram um grande efeito interrompendo
o ciclo evolutivo das pulgas em uma eficacia a partir de 98%. Apenas na concentracdo 1 ppm,
a taxa de eficécia foi de 46-80% entre as réplicas, os resultados estdo detalhados na Tabela 1.

Os adultos emergidos no grupo placebo, controle, 0,005 ppm, 0,01ppm, 0,05 ppm, 0,1
ppm e 0,5 ppm ndo apresentaram mudancgas notaveis em sua morfologia esperada em uma
pulga adulta normal. J& as concentracdes, acima de 1 ppm, particularmente a concentracdo 5
ppm, os adultos que emergiram ndo apresentaram anormalidade.

Nas duas duplicadas também foi contabilizado o nimero de fémeas e machos
emergidos. Essa analise foi feita nos dias 28 pos incubacdo. Ndo foram notadas diferencgas
percentuais entre as todas as repeticoes do teste.

16



Em algumas espécies, 0s ovos, larvas e adultos sdo susceptiveis a atividade de contato
do diflubenzuron como por exemplo a Musca domestica. O diflubenzuron também possui um
efeito na ingestdo, porém provou -se que o efeito por contato € mais toxica ap0s 0 uso topico
em larvas de Spodoptera littoralis (Ascher; Nemny, 1976).

Tabela 1. Dados de recuperacdo de Ctenocephalides felis felis apds submissdo de larvas de
primeiro instar a diferentes concentracdes de Diflubenzuron, e posterior calculo de eficécia,
média de pulgas mortas e taxa de mortalidade.

Med\ll?vglsjlgas Desvio Eficacia (%0) Média de mortos  Mortalidade (%)
Tratamento 1l m_ 00 m T m T m
Controle 93 92 08 08 0.7 0.8 667 83
Placcbo 92 82 10 12 0.8 18 833 183
0005 23 g2 05 47 o9 0.7 18 6.67 183
0,01 85 78 08 16 7 4 15 2.2 1500 217
0,05 90 g9 L3 44 2 2 1.0 2.0 1000 550
01 95 82 08 08 0 0 05 18 500 183
05 57 70 12 00 38 14 43 30 4333 300
1 18 60 13 13 80 27 8.2 4.0 8167 400
5 02 02 04 04 98 98 0.8 0.8 9833 983
10 00 00 00 00 100 100 100 100 100,00 100,0
50 00 00 00 00 100 100 100 100 1000  100.0
100 00 00 00 00 100 100 100 100 100,00  100.0

Na concentracdo 1 ppm, alguns adultos apresentaram certas deformidades (menores e
maculadas) e mortas dentro do pupério (visualizadas macroscopicamente) como apresentado
na Figura 5.

-

Figura 5. Adulto recuperado apds a exposi¢do ao diflubenzuron na concentracdo de 1 ppm.
Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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Segundo Henderson e Foil (1993), o diflubenzuron com seu mecanismo de interferir no
metabolismo de quitina vem sendo considerado uma excelente alternativa para o controle de
diversas pragas incluindo C. feli felis. Em doses maiores (127 ng/cm?), o diflubenzuron
consegue inibir todo os estagios durante o processo de muda. A cuticula rigida que cobre o
corpo inteiro do artropode, uma vez produzida, ndo cresce mais. Para poder fazer a muda uma
nova cuticula precisa ser produzida. Essas metamorfoses sdo reguladas por hormonios
secretados por 6rgdos endocrinos. Esse sistema fisioldgico ndo é compartilhado pelos
vertebrados, mas sim nos invertebrados. Sendo assim, esse mecanismo é alvo para os IGRS que
em sua maioria sao utilizados no intuito de interferir na formacdo da nova cuticula ou na
metamorfose (Bendjazia; Morakchi, Aribi, 2016; Gad et al., 2021). Em andlises estruturais,
revelou-se uma deposi¢do anormal de camadas procuticulares em resposta a exposicdo das
benzoilfenulureias (Merzendorfer, 2012). Visualizando o decorrer do ciclo, as larvas
estendiam-se no mesmo estagio larval ou morriam sem realizar a ecdise para o instar seguinte,
demonstrando assim a interferéncia do diflubenzuron no ciclo evolutivo. Em adultos, na
concentracdo 1 ppm, foi observada uma deposicdo errénea, causando deformagdes nos adultos
emergidos.

O diflubenzuron demonstrou um efeito regulador sobre as L1 de C. felis felis
submetidas a dietas impregnadas de solugdes acima de 1 ppm, como mostrado na Tabela 1.
Este efeito também foi descrito por Moser (2012) em um estudo com formas imaturas de
Haematobia irritans, expostas ao ativo impregnado no ambiente.

Para as larvas de 1° instar de C. felis felis, o valor obtido da Clso foi de 0,241 ppm (ug/g)
com valores minimo de 0,157 ppm e maximo de 0,360 ppm com o intervalo de confianca de
95%. Com coeficiente de regressao de 0,6539 sugerindo uma linearidade dos resultados, mais
detalhes sobre as concentrac@es letais podem ser visualizadas na Tabela 2.No trabalho de Silva
(2007) com estagios imaturos de A.aegypti em um ensaio em frascos de plasticos, o
diflubenzuron foi mais eficaz se comparados a larvas de C. felis felis, obtendo uma CLso de
0,00519 ppm (ug/g). Neste trabalho, a eficacia foi superior na metamorfose de larva para pupa.

Tabela 2. Concentracgdes letais do Diflubenzuron a partir do desafio de larvas de primeiro instar
de Ctenocephalides felis.

Qui- 2
0, 0,
Teste  CLso(IC 95%) ppm CLgo(IC 95%) ppm quadrado Slope p R
| 0,103 10,078 22,90 0,63 0,99 0,65
(0,033 -0,25) (3,46 - 70,096)
0,269 3,035
I (0,140 -0,478) (1.474 - 9.285) 39,01 121 1,00 0,57
i 0,424 13,881 39,93 0,84 1,00 0,69
(0,204 - 0.853) (5,507 - 57,.175)
I+11+ 0,241 74,74 0,84 1,00 0,65
i (0,157 - 0,360) 8,079 (2,489 - 7,749)
U+ 1,217 126,545(48,115 - 30,15 0,63 1,00 0,64
(0,695 - 2,234) 500,301)
L+ 111 1,758 474,892 (133,834 - 60,83 0,52 1,00 0,94
(0,883 - 3,614) 3221,742)
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1,391 109,214 (44,069 - 51,45 0,67 1,00 0,86

I+ (0,787 - 2,488) 390,162)

5.2 Atividade do Triflumuron sobre Larvas de Ctenocephalides felis felis

Apos o periodo de 14 dias, foi realizada a primeira avaliacdo, sendo observado que as
larvas de C. felis felis presentes nos grupos de concentracdes abaixo de 10 ppm (Controle;
placebo; 0,005 ppm; 0,01 ppm; 0,05 ppm; 0,1 ppm; 0,5 ppm; 1 pppm e 5 ppm) j& haviam
realizado a pupacdo (Figura 6). Porém nas concentracfes de 10 ppm, 50 ppm e 100 ppm, ndo
foram encontradas formas evolutivas da espécie.

Figura 6. Pu
triflumuron de 5 ppm. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Com 28 dias ap06s a incubacdo, foi recuperada uma grande quantidade pulgas adultas
de grupos com concentracdo de até de 5 ppm, sendo este ultimo, havendo uma média de seis
pulgas vivas recuperadas nas repeticdes desse tratamento citado. Porém na concentracdo 5
ppm, foi notada uma eficacia de 36% na atividade do Triflumuron. As pulgas adultas que
emergiram em concentraches abaixo de 10 ppm foram contabilizadas e analisadas
macroscopicamente. Nenhuma alteracdo relevante foi encontrada. As concentragdes 10 ppm,
50 ppm e 100 ppm inibiram todo o ciclo evolutivo das pulgas, possuindo eficacia de 100%, os
resultados detalhados estéo descritos na Tabela 3.

Nas duas repeti¢des, nenhum adulto emergido apresentou alteracdo. Na analise dos
sexos, também ndo foram notadas diferencas percentuais entres as repeti¢des do teste. Porém
conforme aumentava a concentracdo de Triflumuron a partir de 10ppm,

O triflumuron foi testado em condicfes laboratoriais e notou-se uma interessante
eficacia em Aedes albopictus, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e mostrou-se eficaz
contra estas espécies que apresentam resisténcia a outros ativos. Em A.aegypti houve uma
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grande mortalidade, onde nenhum adulto emergiu em concentragdes acima de 3.0 pg/L, sendo
bastante conveniente como um tratamento alternativo (Belinato et al., 2013).

Sugere-se nesse trabalho que o triflumuron, nas concentragfes empregadas, apresenta
também uma atividade em estagios imaturos de C. felis. Segundo Fukase et al. (1987), foi
observado em Musca domestica, pupas deformadas e incompletas quando expostas ao
triflumuron. Porém, nesses ensaios com 1° instar de larvas de C. felis, este efeito ndo foi
observado dentro das concentracOes utilizadas.

Tabela 3. Larvas de primeiro instar de Ctenocephalides felis felis submetidas e diferentes
concentragdes de Triflumuron e recuperagéo de formas adultas.

G Concentragéo Total - Total de Megla . Eficécia Total - Média Mortalidade
rupo (ppm) de pqlgas pulgas Desvio (%) de de (%)
larvas vivas vivas mortos  mortos
Controle 60 52 8,7 0,8 # 8 1,3 13,3
Placebo 60 56 9,3 0,8 # 4 0,7 6,7
0,005 60 48 8,0 0,6 14 12 2,0 20,0
0,01 60 48 8,0 15 14 12 2,0 20,0
0,05 60 51 8,5 1,2 9 9 15 15,0
§ 0,1 60 56 9,3 0,5 0 4 0,7 6,7
g 0,5 60 48 8,0 1,7 14 12 2,0 20,0
2 1 60 50 8,3 14 11 10 1,7 16,7
E 5 60 36 6,0 2,1 36 24 4,0 40,0
10 60 0 0,0 0,0 100 60 10,0 100
50 60 0 0,0 0,0 100 60 10,0 100
100 60 0 0,0 0,0 100 60 10,0 100

Para as larvas de 1° instar de Ctenocephalides felis felis, o valor obtido da CLsg foi de
3,45 ppm (ug/g) com valores minimo de 2,36 ppm e maximo de 5,30 ppm com o intervalo de
confianca de 95%. Com coeficiente de regresséo de 0,98 sugerindo também uma linearidade
dos resultados (Tabela 4). Alzahrani (2021) com cepas de Musca domestica, obteve uma CLso
que possuia o valor minimo de 2,6 ppm e maxima de 5,5 ppm, esta faixa se assemelha ao do
presente estudo com estagios larvares de C. felis felis. Porém, este mesmo autor observou
algumas alterac6es morfoldgicas no ciclo, o que ndo foi observado no uso do triflumuron contra
larvas de 1° instar de C. felis felis.

Tabela 4. Estimativa das concentracdes letais de triflumuron para Ctenocephalides felis felis.

. x CLso (IC CLgo(1C 95%) 2 2
Repeticao 95%) ppm ppm Intercepto Slope X p R
3,45 16,8
I (2,36-5.30) (9,69-44.41) 3,996 1,865 40,73 1,000 0,98
4,94 32,19
1 (3,06-8,88) (15,91-197,55) 3,906 1.575 17,17 0,999 0,97
i 5,66 43,08 3,90 1,45 12,53 0,994 0,959

(3,33-11,31)  (19,15-180,23)
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5.3 Atividade do sinergismo entre Diflubenzuron e Triflumuron sobre Ctenocephalides
felis felis

Depois da determinagdo das concentragdes letais (CL), o diflubenzuron (D) e o
triflumuron (T) foram associados nas proporgdes DX1; DX2; TX1 e TX2; 1:1; 2:1 e 1:2.
Seguindo a mesma linha de avaliagéo dos testes supracitados de contagem de adultos, 0s grupos
controle e placebo foram analisados e demonstraram ndo haver diferenga significativa na
recuperacdo dos adultos.

As avaliacGes para determinacéo da viabilidade das larvas e foram feitas no dia 14 apds
a incubacdo. As larvas j& tinham pupado e nenhuma larva foi visualizada nos campos
analisados. Porém, notou-se uma diferenca entre as duas duplicadas, na segunda havia menos
pupas se comparada a primeira.

No dia 28 foi feita uma avaliacdo quantitativa da taxa de emergéncia dos adultos. Nos
grupos placebo e controle a emergéncia, os adultos emergiram ativos e macroscopicamente
normais. Nas duas proporcdes de diflubenzuron (DX1 E DX2), nas duas do triflumuron (TX1
E TX2) e na associacdo D+T (1:1), D+T (2:1), D+T(1:2) os adultos emergiram ativos e
macroscopimente sem alteracdes (Figura 7).

A taxa de inibicdo da emergéncia dos adultos na avaliagcdo do sinergismo sugeriu uma
boa acdo destes IGRs no desenvolvimento, sendo a propor¢do D+T 1:1 a mais eficaz dentre
todas elas. Comparando as concentragdes D+T 1:2 e D+T 2:1, a D+T 2:1 houve um resultado
mais expressivo, sugerindo um maior desempenho do diflubenzuron na inibicdo, como
visualizado na Tabela 5.

Tabela 5. Larvas de primeiro instar de Ctenocephalides felis felis submetidas e diferentes
concentracdes de Triflumuron e Diflubenzuron de forma isolada e também de forma associada.

Repeticdo  Controle Placebo Diflubenzuron Triflumuron DTT DTT DTT

1:1 1:2 2:1

Concentracdes 0,4: 0,4: 0,80:
¢ 04 08 345 69 o g0 g

. 1 8,7 8,8 8,2 75 7,2 55 6,0 3,8 5,8
pmgegsla:/ﬁl;s 2 8,8 8,0 83 60 67 38 18 47 25
Total 17,5 16,8 16,5 13,5 13,8 9,3 7.8 8,5 8,3

Desvio 0,8 1,0 1,6 2,1 2,1 2,3 2,9 3,5 2,6

Eficacia (%0) 1,8 19,6 17,7 44,4 53,4 49,4 50,4
Meédia de mortos 2,5 3,2 3,5 6,5 6,2 10,7 12,2 11,5 11,7
Mortalidade (%) 12,5 15,8 17,5 32,5 30,8 533 608 57,5 58,3

As duas duplicadas também contabilizaram o nimero de fémeas e machos emergentes.
Essa analise ocorreu nos dias 28 apds a incubacdo. Ndo foram observadas diferencas
percentuais entre todas as repeticdes do teste.
O indice de correlacdo analisado entre os dois ativos, diflubenzuron e triflumuron foi de 11,431.
O que indica que a combinacdo entre eles ndo apresenta um efeito sinérgico, pois Cl é maior
que 1,45. Mais uma vez, isso sugere que a combinacdo das duas drogas tem um efeito menor
do que se espera com base nos efeitos individuais das drogas. O modo de acdo das
benzoilfeniluréias ainda ndo é elucidado (Merzendorfer, 2012). O triflumuron e o
diflubenzuron vem sendo associados a outros IGRs para controle de diferentes artrépodes e se
mostraram eficazes (Alzahrani, 2021; Bellinato et al., 2016). Sabe-se que alguns IGRs se
envolvem nas mesmas interagdes moleculares e alcangam uma resposta comum. Em um estudo
in vitro, metoprene e o piriproxifen competiram pela ligagdo do mesmo receptor com JH IlI
(homénio juvenil radiomarcado) em Tribolium e Drosophila. Em ambos 0s casos o
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piriproxifen. A afinidade de ligacdo do metoprene foi inferior a do piriproxifen, refletindo uma
menor poténcia do metoprene em relagcdo ao piriproxifen em Tribolium. Esta discrepancia
sugere que o desempenho de diferentes ensaios tem razfes ainda desconhecidas (Jindra;
Bittova, 2019). Sugere se neste presente trabalho, que esta falta de sinergismo seja resultado
da competicdo dos mesmos receptores.

T
% .

A

Figura 7. Adultos recuperados apds a exposicdo de larvas de primeiro instar de
Ctenocephalides felis felis ao sinergismo do triflumuron com o diflubenzuron. Fonte: Arquivo
pessoal, 2023.
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6 CONCLUSAO

O diflubenzuron demonstrou atividade na inibicio do desenvolvimento de
Ctenocephalides felis felis.

O diflubenzuron mostrou ter uma atividade na morfologia em fases imaturas de
Ctenocephalides felis felis.

O triflumuron demonstrou atividade na inibicdo do desenvolvimento de
Ctenocephalides felis felis.

O triflumuron nestes testes ndo apresentou nenhuma atividade em alterar a morfologia
em fases imaturas de Ctenocephalides felis felis

As concentragOes letais 50 de diflubenzuron foram menores se comparadas a do
triflumuron em formas imaturas de Ctenocephalides felis felis.

O diflubenzuron e o triflumuron, quando associados, demonstraram um efeito
antagoénico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A pulga Ctenocephalides felis felis € um importante ectoparasito de cées e gatos, sendo
vetor de importantes patdgenos nos impulsiona a procurar diversas alternativas de controle.
Novos tratamentos tdpicos, orais e ambientais sdo constantemente pesquisados a fim de afetar
seu ciclo . Atualmente, ferramentas que controlam sua reproducgéo sao uma aposta adotada para
ampliar o ansernal contra este parasito.

Tratamentos com organofosforados e carbamatos entre outros ativos apresentam
toxicidez para 0 meio ambiente e para 0s animais tratados com estes .

Mesmo ndo possuindo acdo sinérgica as benzoilfenilureias como o diflubenzuron e
triflumuron, sdo alternativas mais seguras para 0 meio ambiente e aos animais, ja que estes nao
os afetam. Neste estudo as duas moléculas se mostraram eficazes contra larvas de primeiro
instar de C. felis felis, ndo permitindo a emergéncia de adultos.

Sendo assim, novos estudos precisam ser conduzidos com o diflubenzuron e
triflumuron associados a outros IGRs e até mesmo com algum adulticida, na tentativa de cessar
todas as formas evolutivas da pulga. E com isso planejar formulagdes para esmiucar a eficacia
deste tratamento. Pois eliminando todas as fases do parasito em um manejo integrado, otimiza
o0 controle da pulga . Este manejo ,mesmo que tenha uma dificil implementacéo ,é amplamente
aceito. O uso destas medidas visa melhorar o controle das populacdes globais e limitar o risco
do aparecimento de resisténcia.
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	Adultos de C. felis apresentam um ritmo circadiano com atividade máxima ocorrendo cerca de 9 horas na fase mais clara do dia. O acasalamento nunca ocorre fora do hospedeiro. As pulgas necessitam se alimentar continuamente para que o acasalamento...

