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Resumo

O presente estudo tem como objetivo padronizar um bioensaio in vitro para avaliacdo do
desenvolvimento do ciclo biolégico completo das larvas de primeiro instar de Cochliomyia
hominivorax para testar a atividade de inseticidas. A metodologia foi estruturada com diferentes
combina¢des de quantidade de dieta larval (10 ou 20 g), numero de larvas (10 ou 20) e tipo de
recipiente (placas de Petri 15x60mm), frascos de polipropileno de 145mL ou 200mL, e todos os
grupos foram incubados a 35+ 1°C e 80+ 10% de umidade, com avaliagdes diarias. Para a analise
estatistica dos dados foi usado o teste de Kruskall-wallis no software estatistico BioStat5 (P < 0,05).
Nos grupos incubados em placas de Petri, todas as larvas morreram em até 48h, sem recuperacao
de pupas. Ja nos frascos de polipropileno, houve manutenc¢éo do ciclo até a emergéncia de adultos,
com taxas médias de recuperacéo de pupas entre 6,7— 13,2 e de adultos entre 5,3-7,3. Desse modo,
o melhor desempenho foi observado no G5 ,10 larvas em 10 g de meio em frascos de 145mL, logo, a
metodologia padronizada mostrou-se adequada para testes in vitro.

Palavras-chave: Antiparasitarios. Larvas. Pupa. Adultos.
Introducéo

Os casos de miiase primaria sdo amplamente relatados no Brasil, tornando-o um pais endémico para
a espécie Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae), que possui estadio
larval como parasita obrigatério de animais homeotérmicos (Costa-jinior,2019). Como consequéncia,
0s impactos econdmicos gerados na agropecudria sdo expressivos, uma vez que o0s principais danos
causados por C. hominivorax ao setor pecuario sdo: morte de animais recém-nascidos, estresse e
aumento da mortalidade, diminui¢cdo na producédo de carne e leite, despesas para a inspec¢do diaria
dos animais, gastos com aplicacdo de tratamento preventivo ou curativo. Devido a esse contexto,
estimasse que o impacto desse inseto no Brasil rende custos de até 0,38 bilhdes de ddlares, afetando
especialmente a produtividade do setor bovino nacional (Grisi,2014). Além dos prejuizos econdmicos,
a espécie também representa um problema de saude publica, afetando seres humanos (Chupeau et
al., 2020), o que reforca a relevancia de seu controle no Ambito da Sautde Unica (Barros & Bricarello,
2020). Apesar dos desafios ainda enfrentados pelo Brasil, importantes avangos foram obtidos em
outras regibes do continente. Paises da América do Norte, América Central e Caribe foram
oficialmente declarados livres da espécie em 2018, resultado direto de programas de erradicacéo
considerados bem-sucedidos (Mackenzie, 2022). Entretanto, relatos recentes apontam o
reaparecimento da mosca em areas da América do Norte (Valdez-Espinoza, 2025). Esse retorno a
territérios previamente livres reacende preocupagbes quanto a possibilidade de reintroducdo e
dispersédo geografica do parasito, colocando em risco a estabilidade alcancada por décadas de
esforcos de controle.

Diante desse cendrio, 0 presente estudo tem como objetivo padronizar um modelo de bioensaio in
vitro para avaliar a atividade de inseticidas sobre as formas larvais e seu desenvolvimento até a fase
adulta de C. hominivorax.
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Metodologia

As larvas de primeiro instar (L1) utilizadas no estudo foram oriundas da col6nia laboratorial de C.
hominivorax do Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV)
(CEUA-8634020223), do Departamento de Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria (1V)
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As gaiolas utilizadas foram estimuladas
para oviposi¢do, e as massas de ovos sdo recuperadas e incubadas em uma camara climatizada com
temperatura variando a 35+1°C e umidade relativa de 80+10%, ap0s 12_horas as larvas em primeiro
instar séo coletadas.

Ja na padronizacdo do método in vitro foram realizados testes em diferentes recipientes com
diferentes quantidades de meio larval proposto por Mastrangelo (2014), utilizando larvas de primeiro
estadio (L1) de C. hominivorax que foram recuperadas diretamente do meio larval com o auxilio de
pincel n° 0. Foram preparados oito grupos experimentais, com seis repeticdes cada:

Tabela 1: Apresentacao dos grupos experimentais estruturados para o teste in vitro.

Combinac¢des do método

Grupos
Quantidade da dieta larval L1 incubadas Recipientes
Gl 10g 10 Placas de Petri 15x60mm
G2 10g 20 Placas de Petri 15x60mm
G3 20g 10 Placas de Petri 15x60mm
G4 20g 20 Placas de Petri 15x60mm
G5 10g 10 Potes de 145mL
G6 20g 10 Potes de 145mL
G7 10g 20 Potes de 200mL
G8 20g 20 Potes de 200mL

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Nos grupos experimentais (G1-G4) as larvas foram incubadas em placas de Petri 15x60mm vedadas
nas bordas laterais utilizando massa plastica. Ja nos grupos (G5 e G6) as larvas foram incubadas em
frascos de polipropileno de 145mL e os G7 e G8 as larvas foram incubadas em frasco de
polipropileno de 200mL. Todos os grupos foram mantidos em camaras climatizadas com temperatura
variando a 35 + 1°C com umidade relativa de 80 + 10 %, e observados diariamente por 14 dias. Apés
a observacao de 48 horas foi acrescido 50% do volume final do meio nos potes em que haviam larvas
vivas, e os recipientes foram acondicionados dentro de frascos de polipropileno com volume de
500mL acrescido de 10 gramas de vermiculita onde foi acompanhado o processo de pupagdo e
emergéncia de moscas adultas.

Por fim, a analise estatistica dos dados utilizou o programa estatistico computacional BioStat 5, e
para avaliar a variancia estatistica entre as médias de recuperacéo de pupas e média da recuperagéo
dos adultos, utilizou-se o teste para dados nao paramétricos, Kruskal Wallis considerando o nivel de
confianca de 95% (P<0,05).

Resultados

Os resultados expdem que nos grupos G1 a G4, o recipiente ndo comportou bem a incubacéo das
larvas. Ja nos grupos G5 a G8 o método de adaptacdo da tampa garantiu boa vedacéo,
impossibilitando a fuga das larvas. Nas avaliagdes de 24 horas ap0s a incubacado o grupo G1 possuia
larvas ativas em todas as repeticdes, 0os grupos G2 a G4 possuiam reducdo ou auséncia da
motilidade larval em varias repeticdes e os grupos G5 a G8 possuiam o maior nimero de larvas
ativas com a motilidade preservada. Acerca do ambiente da dieta larvas que o material foi incubado,
0 meio larval nos grupos G1 a G4 escureceu mais rapido, além do derretimento da massa plastica,
com presenca de larvas mortas entre a tampa e a massa. Nos grupos G3 e G4, a maior quantidade
de meio (20g) dificultou a visualizag&o das larvas.
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Ja na avaliacdo de 48 horas apdés a incubacado os grupos G1 a G4 possuiam larvas sem motilidade
em todas as repeticdes, com as placas com presenca de gases de putrefacdo da dieta larval e os
grupos G5 a G8 permaneceram com maior grau de larvas com a motilidade preservada, entretanto ja
apresentou algumas larvas com a motilidade mais reduzida. Do terceiro a sétimo dia experimental os
grupos G1 a G4 ja possuiam larvas ativas ausentes e os grupos G5 a G8 ja possuiam larvas de
terceiro instar em fase de formacg&o de pupa no quarto dia experimental, com o G5 sendo o primeiro a
apresentar pupas. Em seguida, do oitavo ao décimo quarto dia experimental os grupos G5, G6, G7 e
G8 apresentaram emergéncia de moscas adultas a partir do oitavo, nono, décimo e décimo terceiro
dia experimental respectivamente. Os grupos G1 a G4 néo foi possivel recuperar pupas e adultos.

No décimo sétimo dia foi realizada a Ultima observacdo com todas as moscas mortas, permitindo a
contagem final, resultando em médias de recuperacéo para os grupos G5, G6, G7 e G8 sendo para
Pupas: 66,7%;71,7%; 59,2%; 65,8%, e para Adultos: 81,8%; 65,7%; 66,6%; 55,9%, respectivamente.
Ao final foi constatado que ndo houve diferenca significativa entre os grupos 5 a 8 na recuperacéo de
pupas e adultos.

Tabela 2: Média estatistica dos resultados obtidos no teste para padronizagdo in vitro para desafiar formas
parasitérias da mosca Cochliomyia hominivorax e observacéo da continuidade do seu ciclo.

Grupos Recuperagéo de Pupas Recupera(;éo de AdultOS

Média % Média %

G1: placa (10g meio larval/ 10 L1) 0.0+0.02 0.0 0.0+0.02 0.0
G2: placa (10g meio larval/ 20 L1) 0.0+0.02 0.0 0.0£0.02 0.0
G3 placa (20g meio larval/ 10 L1) 0.0+0.02 0.0 0.0+0.02 0.0
G4 placa (20g meio larval/ 20 L1) 0.0+0.02 0.0 0.0+0.02 0.0
G5 frasco 145 ml (10g meio larval/ 10 L1) 6.7+1.4°b 66.7 53%1.1° 81.8
G6 frasco 145 ml (20g meio larval/ 10 L1) 7.2+1.3b 71.7 4.8+ 2,040 65.7
G7 frasco 200 ml (10g meio larval/ 20 L1) 11.8+29° 59.2 7.7+1.94° 66.6
G8 frasco 200 ml (20g meio larval/ 20 L1) 13.2+1.6° 65.8 7.3+1.47° 55.9

ab_ etras minudsculas iguais entre médias da mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p > 0,05).
Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Discusséo

A padronizacdo de metodologias in vitro para o estudo do ciclo de C. hominivorax representa um
desafio devido as particularidades do desenvolvimento larval e a necessidade de simulagdo de
condi¢des proximas ao ambiente natural do parasitismo. Esse bioensaio propdem que a impregnacao
inicial seja do sangue utilizado na dieta larval com o principio ativo em teste para o consumo das
fases imaturas como uma forma de acompanhar os impactos do ativo no desenvolvimento do diptero.
Seguindo esse raciocinio, nas dietas subsequentes, o sangue ndo € impregnado, buscando
reproduzir a dindmica real das possiveis formas de tratamento ou profilaxia: exposi¢éo inicial ao
inseticida seguida da auséncia de reforco, permitindo avaliar os efeitos do ativo ao longo do ciclo
biolégico das moscas, visando a possibilidade de interrupcdo do ciclo antes da progressao para o
proximo instar larval, pupacdo ou emergéncia de adultos.

Apesar do potencial do método, existem limitag6es importantes. A principal delas esta relacionada a
impossibilidade de acompanhar de forma precisa a mortalidade larval sem manipulacdo excessiva do
meio, 0 que poderia comprometer a integridade do experimento. Dessa forma, os pardmetros mais
confiaveis de avaliagdo concentram-se nas fases finais do ciclo, pupacao e emergéncia dos adultos, o
que restringe a analise dos efeitos do ativo nas fases intermediarias do desenvolvimento.

No processo de definicdo do protocolo, os grupos G1 a G4 tiveram uma rapida putrefacdo do meio
larval indicando provavel deficiéncia na oxigenacao, associada ao derretimento da massa de modelar
em funcdo da umidade. Esse fator pode ter resultado em esmagamento mecanico das larvas e
inviabilizado o desenvolvimento. Além disso, volumes maiores de dieta larval (20 g) dificultaram a
visualizagdo dos individuos, configurando uma limitacdo metodoldgica, ainda que ndo tenham
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impedido o desenvolvimento completo. Ja nos grupos G5 a G8, o0 comportamento das larvas mostrou
diferencas relacionadas a quantidade de dieta e ao tipo de recipiente. O grupo G5 apresentou
pupacao mais precoce, possivelmente em funcdo da menor oferta de alimento (10 g para 10 larvas),
0 que pode ter acelerado o ciclo. O padrdo de emergéncia mais rapido observado nos frascos de 145
mL sugere que esse recipiente favorece condigfes adequadas para o desenvolvimento, além de
apresentar vantagens praticas, como menor custo, tamanho reduzido e facilidade de manuseio.
Embora tenham sido observadas diferengcas numéricas entre as médias de recuperacdo de pupas e
adultos nos distintos grupos e recipientes, estas ndo foram estatisticamente significativas. Assim,
ambos os tipos de frascos (145mL e 200mL) mostraram-se viaveis para a manutencdo do ciclo
completo de C. hominivorax em laboratério, oferecendo flexibilidade metodol6gica para futuros
ensaios. De forma geral, a padronizacdo proposta fornece uma ferramenta preliminar para a
realizacdo de bioensaios com inseticidas em condi¢cdes controladas, ainda que limitada a avaliacao
das fases finais do ciclo.

Conclusao

Com base nos resultados apresentados foi possivel padronizar de forma eficiente um bioensaio in
vitro para desafiar formas imaturas da mosca C. hominivorax e reproduzir o seu desenvolvimento até
sua forma adulta, sendo, portanto, o método do grupo G5, o que melhor apresentou desenpenho nédo
s estatistico como também empirico nas observagdes.
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