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RESUMO

Objetivos: Avaliar a eficicia de repelentes utilizados comercialmente contra picadas de Aedes
aegypti. Material e Métodos: Foi utilizado o método padrdo da Organizagdo Mundial da
Sauide para avaliar a sensibilidade do mosquito através da estimativa de tempo de protecdo
completa (TPC) do repelente. O teste consiste na aplicagdo do produto e introducdo do braco
de voluntdrio em gaiolas contendo 50 mosquitos fémeas, com idade entre cinco a sete dias.
Foi avaliado inicialmente produto a base de N,N dietilbenzamina (DEET) grau técnico a 10%
e quatro formulagdes com diferentes concentracdes de DEET, OFF Family (7,125%), Baruel
(9,5%), Expert Total (15%) lotes: 1612043 e 16144314, Super Repelex Aerossol (11%),
produto a base de IR3535 (Repeden Spray 12%, Log¢do Jonsons Baby 12,5%,) e a base de
ICARIDINA (Exposis Extreme Tetra 25%), e estimado o TPC pela mediana de cada produto
em 6 voluntdrios, sendo trés homens e trés mulheres. Resultados: A marca OFF Family
(DEET 7,125%), Baruel (DEET 9,5) e DEET analitico (10%) demostraram uma mediana de
30 minutos, mesmo apresentando diferentes concentracdes; Super Repelex Aerossol (DEET a
11%), dentre os produtos contendo DEET, foi o que apresentou uma maior mediana, com
TPC de 90 minutos; Expert total (DEET 15%) (1° lote) e o Expert Total (DEET 15%) (2° lote)
mostram-se com medianas iguais com um tempo de 60 minutos; Repeden Spray (IR3535
12%) e Johnsons baby (IR3535 12,5%) apresentaram uma mediana com TPC de 60 e 30
minutos respectivamente, diferindo apenas no grau da concentracdo do principio ativo;
Exposis Extreme (Icaridina a 25%) apresentou uma mediana de 120 minutos, mostrando uma
superioridade em relacdo aos outros produtos. Conclusdo: Os produtos apresentaram tempo de
protecdo completa inferior a especificada em seus rétulos, podendo deixar a populagdo que os
utilizam como medida de controle contra diversas doencas desprotegida, sendo necessario

maior nimero de reaplicacdes dos produtos para atingir a o periodo de protecao desejado.

Palavras-chave: Controle de vetores. DEET. Repelentes. Arboviroses.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the efficacy of commercially used insect repellents against Aedes
aegypti stings. Material and Methods: Was used method standard the World Health
Organization to evaluate the sensitivity of the mosquito by estimating the total protection time
(TPT) of the repellent. The test consists of application of the product and introduction of the
volunteer arm into cages containing 50 female mosquitoes, aged between five and seven days.
The initial product was 10% technical grade N, N diethylbenzamine (DEET) and four
formulations with different concentrations of DEET, OFF Family (7,125%), Baruel (9,5%),
Expert Total : 1612043 and 16144314, Super Repelex Aerosol (11%), product based on
IR3535 (Repeden Spray 12%, Jonsons Baby Lotion 12.5%), and the ICARIDINE base
(Exposis Extreme Tetra 25%), by the median of each product in 6 volunteers, being three men
and three women. Results: The OFF Family brand (DEET 7,125%), Baruel (DEET 9,5) and
analytical DEET (10%) demonstrated a median of 30 minutes, even presenting different
concentrations; Super Repelex Aerosol (DEET 11%) among the products containing DEET
was the one that presented a higher median, with a TPT of 90 minutes; Expert Total (DEET
15%) (1** batch) and Expert Total (DEET 15%) (2™ batch) are shown with medians equal
with a time of 60 minutes; Repeden Spray (IR3535 12%) and Johnsons baby (IR3535 12.5%)
presented a median TPT of 60 and 30 minutes respectively, differing only in the degree of
concentration of the active principle; Exposis Extreme (25% Icaridina) presented a median of
120 minutes, showing a superiority in relation to the other products. Conclusion: The products
had a complete protection time lower than the one specified in their labels, and may leave the
population that use them as a control measure against several unprotected diseases, requiring

a greater number of reapplications of the products.

Keywords: Control of vectors. DEET. Repellents. Arboviruses



Lista de tabelas

Tabela 1: Repelentes utilizados comercialmente no Brasil, concentragdes, validade, lote e
tempo de aCA0 ESHMAAOD. .. ..eeeuviiiiiieiiieeiee et et eee et e st e et eeesateeesbeeetaeesssaeesnseeeensseeensees 26
Tabela 2: Atividade de repeléncia do produto DEET Analitico a 10% sobre mosquitos Aedes
QOZYP . veeeeeeeeeeeee e e ettt e e e e aaee e e s aaeeeeeaataee e e saaeaeeasssseeeeassseeee e ssseaeeanssseeeeassaaaeeanraaaaeeasraeeeann 29
Tabela 3: Atividade de repeléncia do produto OFF Family a 7,125% sobre mosquitos Aedes
QOGYP ettt ettt ettt ettt ettt et e e s bttt e e e a bt e e e e e e e e bt e e e e eareaeeeas 29
Tabela 4: Atividade de repeléncia do produto Baruel a 9,5% sobre mosquitos Aedes
) 7L 1 OO OO U P PR RP SRR 30
Tabela 5: Atividade de repeléncia do produto Super Repelex Aerossol DEET a 11% sobre
MOSQUILOS ACAES AOGYPH...ueeeeniiiieiiiiiee ettt ettt ettt e et e st e e st e e sabeeesbeeeas 30
Tabela 6: Atividade de repeléncia do produto Expert Total DEET a 15% (Primeiro Lote)
SODIE MOSQUILOS ACAES AEGYPTi......eeeeeeeeiiieeiiee et etee ettt e et e e st e et eesabeeenabeeenabeeeanes 31
Tabela 7: Atividade de repeléncia do produto Expert total DEET 15% (Segundo Lote) sobre
MOSQUILOS ACAES AOGYPH..c.ueeeniiiiiiieeeee ettt ettt ettt e et e e et e sbaeesabeeesabeeeas 31
Tabela 8: Atividade de repeléncia do produto Repeden Spray IR3535 a 12% sobre mosquitos
ACACS AOGYPII.c..eeeeeeeeeeeeee ettt et e e et e et e ettt e s st e e s bt eeessaeesnsaaeensaeeensseessaeennns 32
Tabela 9: Atividade de repeléncia do produto Lo¢do Johnsons baby IR3535 a 12,5% sobre
MOSQUILOS ACAES AOGYPH..cueeeeneeiiieeite ettt ettt ettt e et e et e st e e st eesbeeesbeeeas 32
Tabela 10: Atividade de repeléncia do produto Exposis Extreme (tetra) Icaridina a 25% sobre
MNOSQUILOS ACAES AEQYPH.ccueeeeeieeeeiieeiee et et ee et e e s tte e et eesateeeateeesaeessaeessseeesnsaeesnseeenns 33
Tabela 11: Mediana pelo tempo de protecdo completa dos produtos com diferentes

CONCENLTACOES. ...eeuetieiiiieiiiie ettt ettt e e e e ta e e s ba e e sba e e s be e e eabeeesabeeesabeeesnbaeesnneenane 33



Lista de figuras

Figura 1. Estrutura quimica dos principais repelentes SINtEtiCOS ........ceeevureerveerrieeenneeenne 16
12: NN QIEIIDEINZAIMNINA. ¢t eeeeeeeeeeee e e e e e et eeeeeeeeere e aeaeseeereeaenaaaaeeeeeeeannns 16
L Lo B (o7 1 § 33 - PSSP 16
L0 TR B3 ettt sttt ettt ettt et 16
Figura 2: Bandeja com ovos de Aedes aegypti em recipiente com dgua e alimentacao........ 22

Figura 3: Bandeja com Larvas de Aedes aegypti em estigios L3-L4 e recipiente com

Figura 4: Gaiolas para criacdo de mosquitos adultos Aedes aegypti........cccceecuveeveveencueennnne. 24
Figura 5: Gaiolas para experimentacao contendo 50 mosquitos fémeas de Aedes aegypti... 24
Figura 6: Aparelho Cromatografo Gasoso com Detector de Ionizagdo por chamas (CG-DIC),
MOAEIO GC-20T0 PIUS...eeuetiiiiitieiiee ettt ettt s e e s e e sanee e 28
Figura 7: Curva de quantificacdo, areas de pico com concentracdo de DEET grau técnico..34

Figura 8: Resultados das dreas do pico maximo de acordo com a concentracdo de DEET em

aparelho de CromatOZIraAMA. . ......ceivuiiiiiiiiiiie ettt ettt et s 34
Figura 9: Concentracdo de DEET no repelente Baruel a 9,5% do produto......................... 35
Figura 10: Concentracio de DEET no repelente Expert Total (primeiro lote) a 15% do
PTOAULO. ¢ttt ettt ettt ettt e ettt e et e e st e e sttt e e sabee e abeeensteeensaeesnsaeesnsaeennseeenssaeensseeennseeanns 35
Figura 11: Concentracdo de DEET no repelente Expert Total (segundo lote) a 15% do
PTOAULO. ...ttt et ettt et e s e et e st e bt e san e e bt esee e eaneesane e e enneeneee 36
Figural2: Concentracdo de DEET no repelente Super Repelex Aerosol a 11%.................. 37

Figura 13: Concentra¢do de DEET no repelente OFF Family a 7,125% do produto .......... 37



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...eceeeeeeerseesssessessessessssssssssssssssessssessessessesssssasssssssssessssessessessessassssasss 10
11, DENGUE c.ueeeeceeceresressesssssessessssssssessessesssssssssessessassssssssessassssssessessassssssessessessasssessens 11
1.2, CHIKUNGUNYA ..couurrrrereessnssesssessesssssssssesssessssssesssessssssasssssssssesssessssssasssessasssassasssans 11
1.3. ZIKA 12
1.4,  FEBRE AMARELA ......covurterreerncnscssessssssnsssessssssssssssssssssssessassssssssssssssessasssssssassans 13
1.5. O MOSQUITO AEDES AEGYPTI ..u.uueeeeerreeresrsssssessssssssssssssssssssssssssssassassssssens 13
1.6. MEDIDAS DE CONTROLE 14
1.7.  REPELENTES.......cvueveteeeeesscssssssssessssssessesssssssssessssssasssasssssssessessssssssssasssessasssassssssass 15
1.7.1. N,N DIETILBENZAMINA (DEET) .....covueeeerreerernessessessessesssessessssssssssssessessessasssessens 17
1.7.2. PICARIDINA [2-(2-HIDROXIETIL) - ACIDO1- PIPERIDINECARBOXILICO
ESTER 1-METILPROPIL] OU KBR 3023 ....cucervererncrsessesssssessessessssssssessessessassassasssssses 18
1.7.3 IR 3535 (3-[N-ACETYL-N-BUTYL]-AMINOPROPIONIC ACID ETHYL
ESTER)...ovuevueernersessesssssessessessssessssssesssssssssssessssessassssssessessassssssessessessassssssessessasssessessessessassses 19
1.7.4  OLEOS NATURAIS ...cuvuerrercrncssessesssssessessessssssssssssssessassssssessessassasssessessessasssessens 19
2. OBJETIVOS 21
28 BT 2 1 [N 21
2.2 ESPECIFICOS «eveeurerurssensancssnssassanssasssssssnsssssssssasssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssses 21
3.1 PROVAS BIOLOGICAS ....ueeeeercereeresnessessessssssssesssssessssssssssssessessasssessessessassassssses 22
3.1.1 POPULACAO DE MOSQUITOS AVALIADA ......cuoeueeererreensenssssssesssssessesssssssssesses 22
3.2 METODOLOGIA DE MANUTENCAO DAS COLONIAS NO INSENTARIO..22
3.3 PREPARACAO DOS MOSQUITOS PARA OS EXPERIMENTOS ........ccceounn. 24
34 AVALIACAO DA EFICACIA DOS REPELENTES ........oovueeueeunersensessesesssessesses 25
3.5  PRODUTOS AVALIADOS ....ouvueerereesscsssssesssssesssssessssssassssssssssasssessasssassssssasssasses 26
3.6 ANALISE DOS DADOS ....uccuueeereneressesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessasssessasssessssssasssasses 27
3.7 QUESTOES DE ORDEM ETICA ......covuvvuesrresrerssesssessesssssssssesssssssssesssessssssesssssasssesses 27
3.8 ANALISE QUIMICA DOS PRODUTOS CONTENDO DEET ........ccuverreernerncreensenses 27
3.8.1. PREPARACAQO DAS AMOSTRAS .....oucueeereeererensesasessessssessssessessssessessssesssssssessssess 28
3.8.2. METODOLOGIA DE ANALISE .......ocveeursrnesssssesssessessessesssssssessasssessssssessssssssssesses 28
41  ANALISES DOS PRINCIPIOS ATIVOS .....covueverereresrnssessssssessssssssssessssssesssessssssesses 33
4.1.1 Repelente Baruel (9,570) cccccececrercsssercssercssencssssscssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssasssssasssssans 35

4.1.2 Repelente Expert Total Lote 1705265 (Segundo Lote / 15%) ....cccceeeeecsuecseecsuecsnnnene 35



4.1.3 Repelente Expert Total (Lote 1612043) (Primeiro Lote/ 15%)

4.1.4 Repelente Super Repelex Aerosol (11%)

4.1.5 Repelente Off Family (7,125%)

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO

REFERENCIAS

APENDICE A - TCLE

APENDICE B - CARTA DE APROVACAO DO CEP




10

1 INTRODUCAO

Doencgas transmitidas por insetos atingem a populacdo mundial causando mortes,
principalmente em paises subtropicais e tropicais (LUPI et al., 2013). E estimado que
aproximadamente 3,5 bilhdes de pessoas no mundo estejam em drea de risco para contrair
doencas causadas por arbovirus (CDC, 2018), que sdo virus transmitidos por artrépodes
durante a hematofagia (RUST, 2012). Essas doengas apresentam alto impacto na
morbimortalidade, que cresce na medida em que as epidemias se tornam extensas acometendo
vérios individuos, criando um congestionamento nos servigos de sadde, e isso se dd devido a
auséncia de tratamentos efetivos (RIBAS, 2010).

Uma grande parte dos patégenos responsaveis por doencas infeciosas em humanos
tem carater zoondtico, dessa forma seus ciclos envolvem um vetor € um vertebrado,
principalmente silvestres (NORRIS, 2014). As modificacdes ocorridas no habitat natural,
causadas por acdo antrdpica, estdo associadas principalmente com as atividades econdmicas.
Desse modo, muitos insetos se tornaram sinantrépicos, o que favorece mais ainda a
transmissdo de parasitos ao homem (NORRIS, 2014; LIMA_CAMARA,2016). Assim, as
arboviroses acabaram se tornando um grande problema de saide publica, de caracteristica
mundial, pelo alto poder de dispersdo, adaptacdo e evolu¢do que os virus apresentam
(DONALISIO et al.,2017).

Dentre as principais arboviroses que atualmente acometem a populacdo mundial temos
a Dengue, a febre Chikungunya (CHIK), o Zika virus (ZIKV) e a febre amarela. No ano
epidémico de 2015, no Brasil, foram registrados mais de 1.600.000 casos provéveis de
dengue, 38.499 casos de CHIK, 215.319 casos de ZIKV (MINISTERIO DA SAUDE, 2017a),
além do surto de febre amarela, com o registro de 777 casos e 261 6bitos no periodo de
dezembro de 2016 a julho de 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b).

Para entender a dindmica de transmissdo das arboviroses urbanas € necessario
conhecer o ciclo bioldgico do seu principal vetor, Aedes aegypti, o qual possui a fase de ovo,
passando para a fase larva e, em seguida para a forma de pupa. Esses estigios de vida
necessitam de um depdsito de dgua limpa e parada para se desenvolverem. Se mantidas as
condi¢Oes adequadas, as formas imaturas evoluem para a fase adulta e, nesta fase, volta a
ocorrer o ciclo reprodutivo e a ovoposicdo. A alimentacdo da forma alada se da através do
repasto sanguineo, tendo como alvo principal o homem. Através da alimentagdo ocorre tanto a
infeccdo do vetor quando a transmissdo dos virus para o homem. Aedes aegypti possui hébitos

domésticos, com maior atividade no periodo diurno, ou seja, € uma espécie adaptada ao
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convivio com os humanos, o que permite uma alta eficiéncia na transmissdo de varios
arbovirus. O entendimento dos aspectos ecoldgicos e bioldgicos do vetor, como habitat,
reproducdo e forma de transmissdo, gera informacdes sobre a dinamica vetorial, ajudando a

entender o mecanismo da transmissdo das arboviroses (CASTRO JUNIOR et al., 2013).

1.1. DENGUE

Segundo a OMS, a dengue, apesar de apresentar vdrios sorotipos, € uma doenca tnica,
dindmica e sist€émica, podendo evoluir para remissdo dos sintomas ou agravar-se exigindo
constante avaliacdo e observacdo para que as intervengdes sejam oportunas € as mortes
evitadas (WHO, 2018). O virus da dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, que provoca no homem uma doenca de amplo espectro clinico que vai desde a
infeccdo assintomdtica a quadros clinicos sintomaticos graves (DONALISIO et al., 2017).

A dengue tem causado epidemias que ocorrem desde o ano de 1986, principalmente
em centros urbanizados. Foram registrados, em 2016, o total de 1.688.688 casos, nimero que
provavelmente inclui também casos de CHIK e ZIKV, emergentes nessa época, € com sinais €
sintomas semelhantes aos da dengue o que interfere no diagndstico clinico (RODRIGUEZ-
MORALES, 2015). Apés a epidemia concomitante das trés doencas e as campanhas de
controle vetorial que se seguiram, em 2017 o nimero de notificagdes apresentou reducdo, com
251.711 casos provaveis e 30 oObitos e em 2018, até a semana epidemioldgica 9, foram
registrados 32.161casos provaveis de dengue no pais com um O6bito confirmado

(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

1.2. CHIKUNGUNYA

A doenca causada pelo Virus Chikungunya (CHIKV) apresenta quadro clinico com
sintomas que se iniciam com febre stbita, dor, artrite reumatoide, a qual se desenvolve em 5%
dos casos, e dores articulares, cujo sintoma de artralgia afeta 80% das pessoas com a doenga
(KUCHARZ et al.,, 2012). A CHIK é causada por um virus que pertence a familia
Togaviridae, género Alphavirus, o qual foi observado pela primeira vez em 1953, quando
houve uma epidemia na regido leste da Africa. Até o ano de 2005, estd arbovirose nio havia
recebido a devida atencdo, até 0 momento em que ocorreu uma epidemia que atingiu ilhas do
Oceano Indico e houve 203 6bitos (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; KUCHARZ;
CEBULA-BYRSKA, 2015).
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No Brasil, o primeiro registro foi em 2014 no estado do Amap4d, sendo notificados
1.260 casos, dos quais 548 foram confirmados e um veio a 6bito (SHULSE et al., 2014). O
numero de casos foi aumentando e, em 2016, o total de 277.882 casos provaveis de CHIK
foram confirmados. Seguindo a mesma tendéncia da dengue, em 2017 houve reducdo para
185.854 casos notificados e, no ano de 2018, ate a semana epidemioldgica 9, notificados
7.406, dos quais 4.106 foram confirmados e os outros 951 casos suspeitos foram descartados

(CDC, 2018).

1.3. ZIKA

O ZIKV, pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, isolado pela primeira vez
em um espécime do macaco rhesus, no ano de 1947, em uma floresta chamada Zika, em
Uganda. O primeiro caso de ZIKV em humanos foi identificado em 1952 e descrito em 2007
como causador de infec¢des nos continentes Africanos e Asidticos (BREISCH et al., 2016). O
Brasil registrou seu primeiro caso em 2015, confirmando a entrada dessa arbovirose no pais
(HAYES, 2009).

No Brasil, conforme dados dos boletins epidemiolégicos, os registros de casos de
ZIKV vém diminuindo ao longo dos anos, desde o inicio da notificagdo compulséria em 2016.
No ano de 2016 foram registrados 216.207 casos provaveis, ocorrendo uma diminui¢cdo em
2017 com 17.594 casos, tendo no ano de 2018, até a semana epidemioldgica 9, o registro de
705 casos provaveis (CDC, 2018).

O ZIKV apresenta manifestagdes clinicas como febre aguda, exantema pruriginoso
associado a sindrome de Guillan-Barré e comprometimento cerebral em recém-nascidos
(RAJAN et al., 2016). O primeiro pais a identificar a relag@o entre a infec¢ao pelo Zika virus
na gestacdo e microcefalia em recém-nascidos foi o Brasil, devido ao aumento no nimero de
notificacdes em aproximadamente 724 municipios do pais, entre os meses de outubro de 2015
a janeiro de 2016 (SALGE et al., 2016).

Foi comprovado que o ZIKV causa infeccoes em gestantes que por via
transplacentdria e atinge o feto, desenvolvendo lesdes neuroldgicas graves, resultando em
microcefalia e outras mas formagdes congénitas. A partir da suspeita de associa¢cdo com a
microcefalia, o Ministério da Saide do Brasil iniciou intensa campanha de controle vetorial e
passou a fazer uma serie de recomendacdes de medidas de protecdo pessoal, direcionadas as
gestantes, entre elas o uso de repelentes, momento no qual os repelentes passaram a ser

utilizados de forma mais intensa no pais (NAUCKE et al., 2016).
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14. FEBRE AMARELA

Uma das arboviroses mais antigas e que devastou vastas zonas das regides tropicais da
Africa e América do Sul, é a febre amarela (MUCCI et al., 2016). O virus amarilico € uma
espécie do género Flavivirus, causador de alta morbidade e mortalidade. Nesses dois
continentes citados houve milhares de 6bitos relacionados a doenca a partir do século XVII
(COSTA et al., 2016). No século XX, apds a descoberta da transmissdo vetorial, houve varias
campanhas com o intuito de erradicar Ae. aegypti em varias regides urbanas do Caribe e
América Latina, resultando na eliminacdo da febre amarela urbana (ZARA et al., 2016).
Porém, mesmo assim, o risco de remergéncia da doenca urbana é considerado grande, devido
a alta e ampla dispersao desse mosquito nas diversas regioes das Américas (BADOLO et al.,
2017).

De acordo com o Ministério da Sadde, no periodo de julho de 2016 a marco de 2017
foram confirmados, no Brasil, 632 casos e 201 6bitos de febre amarela. A doenga continuou
se expandindo e, no periodo de junho de 2017 a marco de 2018 foram confirmados 1.098
casos e 340 obitos (BRASIL, 2018). O virus da febre amarela hoje circula em regides
metropolitanas do pais com maior contingente populacional, atingindo 34,8 milhdes de
pessoas que moram, inclusive, em dreas que ndo tinha recomendacdo da vacina, como os

estados do Nordeste e parte do Sul e Sudeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

1.5.  OMOSQUITO AEDES AEGYPTI

O mosquito Ae. aegypti, origindrio do Egito, tem se espalhado pelo mundo nas regides
subtropicais e tropicais do planeta. A espécie foi descrita inicialmente como Culex aegypti e
apos a criacao do género Aedes em 1818, ela foi designada como Ae. aegypti. Atualmente Ae.
aegypti ocorre em paises situados no Sudeste Asidtico, Américas, Africa, Pacifico e
Mediterraneo (WHO, 2009a).

A importancia epidemioldgica de Ae. aegypti € conferida devido seus fatores
intrinsecos como habitos sinantrépicos e peridomiciliares, alta antropofilia, ocupacdo de
locais desordenados, sendo sua infestacdo mais intensa no verdo em fungdo da elevagao da
temperatura e intensificacao das chuvas (RODRIGUEZ et al., 2015).

Uma das caracteristicas da transmissao dessa doenca é que ela € realizada através do
mosquito fémea, a que consegue fazer diversas ingestdes em um mesmo ciclo, aumentando

assim sua capacidade de transmitir e infectar, sendo um eficiente vetor (SCOTT et al., 1993).
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Nos paises, principalmente os que se encontram em desenvolvimento, o controle de
Ae. aegypti tem se tornado um grande e importante desafio. Até mesmo considerando as
situagdes onde os recursos para controlar o vetor sejam suficientes e usados para implementar

programas, por muitas vezes, o sucesso ndo € alcancando (COELHO, 2008).

1.6. MEDIDAS DE CONTROLE

Geralmente, o controle de Ae. aegypti é realizado por meio da eliminacdo dos
criadouros, mas quando impossibilitada a eliminacdo, usam-se larvicidas, além do uso de
inseticidas para matar as formas aladas (GLEISER et al., 2010). Todavia, mesmo com
incontdveis esforcos para controla-lo, Ae. aegypti tem uma alta capacidade adaptativa, que
permite sua proliferacdo, tornando-se abundante nas regides urbanas (DYE, 1992).

Ae. aegypti € dificilmente encontrado em meios silvestres ou até mesmo onde nao haja
a presenca de humanos. A espécie tem como habitat preferencial criadouros artificiais que
acumulam 4gua das chuvas servindo de reservatodrio para a colocagdo de ovos (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994; ZARA et al., 2016).

Atualmente as ferramentas disponiveis para controlar as arboviroses estdo
direcionadas a manter niveis baixos de infestacdo por mosquitos. A medidas de controle sdao
direcionas, sobretudo, para combater as larvas de Ae. aegypti (VALERIO et al., 2016).
Todavia, quando se leva em conta as atividades realizadas para o controle vetorial, verifica-se
que os niveis de infestacdo ainda sdo muito elevados e milhdes de pessoas continuam sob
risco de adoecer (GLEISER et al., 2010). Assim, fazem- se necessarias medidas
complementares de protecao pessoal, impedindo o contato do vetor com o hospedeiro humano
(RODRIGUEZ et al., 2015).

Para reduzir o risco de infec¢do por arbovirus, algumas medidas sdo adotadas como a
aplicacdo de repelentes sobre a roupa ou pele, o uso de mosquiteiros comuns ou impregnados
com inseticidas, uso de repentes espaciais € o uso de roupas claras e longas para diminuir a
exposicdo as picadas (SILVA, 2016). Pesquisas demonstram associacdo entre o uso de
produtos de protecdo pessoal e uma reducdo nas picadas de mosquitos e na incidéncia de
doencas (LUPI, 2013).

Outras estratégias utilizadas no Brasil incluem a participacdo dos Agentes de Combate
a Endemias (ACE) e Agentes Comunitarios de Saude (ACS), em acdes educativas realizadas

durantes as visitas domiciliares, centradas em destinar de forma adequada os reservatorios



15

naturais ou artificias de dgua, além de detectar e destruir criadouros (MINISTERIO DA

SAUDE, 2009).

1.7.  REPELENTES

E crescente a procura dos repelentes pela populagdo, sendo utilizados como uma
estratégia para evitar a transmissdo das doencgas pelos mosquitos e também o desconforto
causado pelas picadas. Os repelentes sdo divididos comercialmente em duas categorias: os
advindos de Oleos essenciais e os sintetizados quimicamente (GREIVE et al., 2010).

Os primeiros repelentes que se tem indicios foram relatados na literatura greco-
romana, citando Dioscorides (60 a.D.) e Plinio (23-75 a.D.) como exponenciais da descoberta
e uso do suco da madeira quente conhecida cientificamente como Artemisia absinthium e
fruto citrico como formas de repelir mosquitos e insetos (BRAWN; HERBERT, 1997).

Os repelentes sdo produtos que podem ser facilmente aplicados diretamente na pele
ou, de acordo com sua instruc¢do de uso, também podem ser aplicados sobre as roupas e outras
superficies, afastando e inibindo a aproximac¢do dos mosquitos. Eles conferem uma medida de
protecdo pessoal e desempenham um importante papel contra picadas de artrépodes, uma vez
que podem ser usados em qualquer lugar a qualquer momento (RODRIGUEZ et al., 2017).

Ja € comprovado que seu uso diminui o risco de contrair diversas doengas infecciosas
e reagOes alérgicas ocasionadas pelas picadas. Dentre as formulacdes dos repelentes, os mais
usados sdo os quimicos tépicos, porém, € evidenciado que seu uso ocorre de forma
inadequada o que néo garante a protecdo contra os mosquitos (RIBAS; CARRENO, 2010).

Dessa forma, considerando que maioria das arboviroses ndo possui vacina disponivel,
nem medicamentos especificos para tratamento, foi preconizado pelo Ministério da Saude,
além das agdes de combate ao vetor, eliminando criadouros, o uso de repelentes,
principalmente entre as gestantes, devido a associacdo entre o ZIKV e a microcefalia
(BRASIL, 2015).

O fendmeno da repeléncia € resultado de um grande nimero de eventos fisiologicos e
bioquimicos (NAUCKE et al., 2007). Os repelentes sdao substincias que possuem agdo a nivel
local ou distante fornecendo uma barreira de vapor que interfere no voo e pouso dos insetos
(KOREN et al., 1985). A protecao que é conferida pelos repelentes pode variar de acordo com
0 usudrio, assim como as substancias que o corpo humano exala, a exemplo do suor e o
didxido de carbono. Outros fatores que podem interferir no tempo de duracdo do repelente € a

precipitacdo, evaporacdo e absor¢do dérmica, contribuindo assim para diminui¢do da eficdcia



16

do produto (GLEISER et al., 2010). Entre os fatores relevantes as picadas destaca-se o sexo
masculino, clima dmido e quente, idade adulta, eczemas, roupas escuras, uso de dlcool e
fragrncias com odores florais (MUCCI, 2016).

Atualmente os repelentes utilizados no Brasil tém principio ativo a base de: N,N
dietilbenzamina (DEET) (Figura 1a), Hidroxiettil isobutil piperidina carboxilato (KBR 3023,
Icaridina ou Picaridina) (Figura 1b) e butyllacetylaminopropionate de etila (EBAAP OU
IR3535) (Figura 1c), além de dleo de citronela e andiroba. Os repelentes ideais devem ter
como caracteristicas repelir varias espécies de insetos, pouco aroma, serem atoxico, resistente

a dgua e de valor acessivel (STEFANI et al., 2009).

la b
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N~ CHg )\/CH3
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CHa OH
Fonte: SIGMA-ALDRICH Fonte: TRC — Toronto Research Chemicals
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Fonte: ABC Cosmetologia: Ativos repelentes de inseto.

Figura 1. Estrutura quimica dos principais repelentes sintéticos a) N,N dietilbenzamina
(DEET), b) Hidroxiettil isobutil piperidina carboxilato (KBR 3023, Icaridina ou Picaridina),
c) butyllacetylaminopropionate de etila (IR3535 OU EBAAP).
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1.7.1. N,N DIETILBENZAMINA (DEET)

O DEET ¢ um dos mais antigos e mais usados repelentes, pelo fato de promover longo
tempo de prote¢do contra uma variedade grande de dipteros (GYAWALI 2016). Ele foi
avaliado pela primeira vez em 1944, contra Ae. aegypti, e patenteado pelo exército americano
em 1946. Depois de novos estudos realizados em 1952, ele foi finalmente langado no mercado
em 1954 e passou a ser usado amplamente em 1957 (RIBAS; CARRENO, 2010).

O DEET € um dos produtos sintetizados quimicamente que mais vem sendo utilizado
devido a sua maior efetividade de repeléncia. Ele pode ser encontrado em diversas
formulacdes como sprays, cremes, lo¢des, liquidos e aerossol. Nos Estados Unidos, pelo
menos 30% da populacdo americana faz o uso de produtos que contenham DEET para se
prevenir contra picadas de insetos, incluindo os mosquitos (BREISCH et al., 2016).

Com relacdo ao mecanismo de acdo, é suposto que o DEET interfere sobre a funcao
dos receptores que ficam localizados no par de antenas que os mosquitos possuem,
dificultando ou alterando a capacidade que ele tem de localizar um individuo (MANRIQUE,
2015). Embora ndo se conheca o mecanismo de acdo exato, a teoria mais aceita € a de que a
acdo de repeléncia estd envolvida no bloqueio da resposta fisioldgica dos receptores dos
neurdnios olfatdrios, situados nas antenas e palpos maxilares do inseto, os quais permitem que
os seres humanos sejam localizados (FRADIN, 2002).

Atualmente existem cerca de 140 produtos contendo DEET registrados na Agéncia de
Prote¢do Ambiental americana, fabricados por 40 empresas (STEFANI et al., 2009). A
eficacia do DEET esta relacionada diretamente com a concentragdo que € aplicada. Porém, foi
verificado que apds um tempo de seis horas, de 9 a 56% da dose que foi aplicada € encontrada
na corrente sanguinea, relacionando os efeitos sistémicos com a quantidade absorvida pelo
organismo (CATMAT, 2015).

O DEET ¢€ o ingrediente ativo presente na maioria dos produtos repelentes disponiveis
no mercado nacional e estima-se que, mais de 200 milhdes de pessoas no mundo usem
produtos contendo DEET como repelente a cada ano (VALERIO et al., 2016). Apesar da
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) de numero 19/2013 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), citar critérios apenas para o uso de DEET, outros
ingredientes ativos podem ser utilizados e sdo produtos considerados internacionalmente
seguros para cosméticos.

No Brasil, a Geréncia Geral de Cosméticos da ANVISA (GGCOS/ANVISA) € o 6rgao

que estabelece as normas e condi¢des especificas para o uso de todos os repelentes
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registrados. Segundo a GGCOS, os produtos a base de DEET ndo devem ser usados em
criancas com idade inferior a 2 anos e com concentragdo méaxima de 10%. Estdo indicados
para criangas de dois a doze anos em apenas trés aplicacdes ao dia, evitando-se seu uso
prolongado. Concentragdes superiores a 10% sdo indicadas apenas para maiores de doze anos
(BRASIL, 2015).

Férmulas com liberacdo que garantem o prolongamento do efeito ocasionam uma
protecdo eficaz utilizando de uma menor quantidade do produto. Quando se trata de longas
exposi¢oes € recomendado um produto com maior quantidade da concentracdo do principio
ativo, evitando a reaplicacdo seriada dos produtos que contem menor quantidade do principio
ativo encontrado na formula do repelente (FRADIN, 2002).

Quanto maior for a concentra¢io do principio ativo, maior e mais longa € a duragdo do
seu efeito, com platd entre 30 e 50% (BRAGA et al., 2007). Substancias exaladas da pele
(di6xido de carbono, &4cido latico e o suor) podem diminuir a duracdo da repeléncia
(STEFANI et al., 2009). Em baixas concentrac¢des, entre 4% e 15%, o DEET demonstrou
promover protecao entre 1 e 7,5 horas contra Ae. aegypti em laboratdrio, ja em concentracoes
maiores, entre 19 e 25% demonstrou de 3 a 9,7 horas de protecdo completa (LUPI et al.,
2013). Formulagdes comerciais com concentracio de DEET maior que 25% oferecem
protecdao de até 6 horas e produtos com menores concentragdes a protecdo varia entre 1-3
horas sendo necessdria a reaplicagdes ao longo do dia para a protecdo efetiva (BRAGA et al.,
2007).

Experimentos utilizando aplicacdo de produtos spray contendo como principio ativo o
DEET (Repel 100 Insect Repellet, OFF Deep Woods Insect Repellent e Cutter Skinsations
Insect Repellent) cuja concentracio de 20%, conferiram uma protecdo maxima em 120
minutos, tendo seus efeitos de repeléncia diminuidos ao atingir o tempo de 240 minutos. Isto
se deve a perdas das concentracoes do DEET ao longo dos experimentos (RODRIGUEZ et
al., 2015).

1.7.2. PICARIDINA [2-(2-HIDROXIETIL) - ACIDO1- PIPERIDINECARBOXILICO
ESTER 1-METILPROPIL] OU KBR 3023

A Picaridina [2-(2-hidroxietil)-4cido1-piperidinecarboxilico ester 1-metilpropil]
também ¢ um dos produtos aprovados como repelente contra insetos no Brasil e em outros

paises. Estudos feitos na Austrdlia e na Europa ndo descreveram efeitos adversos de grande
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importancia e estudos de comparacdo de férmula mostram que a picaridina e o DEET tém
eficacia semelhante em relag@o a protecdo contra os mosquitos (SCHIMIDT, 2005).

Na Africa, foram realizados estudos onde se verificou a poténcia da picaridina contra o
Ae. aegypti, constatando que sua eficicia € de 1,1 a 2,0 vezes mais potente do que outros
repelentes (BADOLO et al.,2017). Quando testado por um tempo maior de 10 horas de
exposicdo é mais eficaz que e o DEET (COSTANTINI; BADOLO; ILBOUDO-SANOGO,
2004). No ano de 2009 havia apenas uma dnica marca no Brasil que disponibilizava o
produto, mas ap6s o evento do ZIKV diversos repelentes a base de picaridina esta disponivel

no Brasil (STEFANI et al., 2009).

1.7.3 IR 3535 (3-[N-ACETYL-N-BUTYL]-AMINOPROPIONIC ACID ETHYL
ESTER)

O IR 3535, um biopesticida quimico sintético que possui estrutura similar ao
aminodcido alanina (Fig. 1c), estd disponivel no continente europeu hd mais de 30 anos. A
concentracdo de 20% ¢ eficaz contra Aedes e Anopheles por um tempo compreendido de 4 a 6
horas, podendo ser usado por gestantes por possuir um perfil de seguranca, recomendado para
criancas com idade superior a 30 meses (SORGE et al., 2007).

No Brasil, foram realizados estudos de comparagdo entre o IR 3535 com o picaridina
na concentragdo de 20% e observou-se que a média de protecdo de ambos até o momento da
primeira picada de Ae. aegypti era de 6 horas, com um tempo minimo de 5 horas e 20
minutos, ndo demostrando diferenca significativa entre ambos os produtos (NAUCKE et al.,
2007). Quando comparado ao DEET, repelentes com o principio IR 3535 tiveram acdo igual
ou superior contra duas espécies de flebotomineos (NAUCKE et al., 2016). J4 o tempo da
protecdo para Ae. aegypti foi similar ao DEET, permanecendo cerca de 3 horas ativo, em

relacdo as concentracdes de 20% de ambos (CILEK; PETERSEN; HALLMON, 2004).

1.7.4 OLEOS NATURAIS

Os 6leos naturais sd@o os produtos repelentes mais antigos que se tem conhecimento e
vdrias plantas ja foram utilizadas com esse propdsito. Baseado na esséncia de frutas citricas,
ervas, cedro, citronela e outros foram usados por tempo secular, porém com eficécia razodvel

(FRADIN; DAY, 2002).
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Estudiosos acreditam que esses Oleos possuam um efeito mecanico adicional a
repeléncia. O 6leo de citronela, Cymbopogon nardus, que é extremamente volétil, fornece
uma protecdo de curta duracdo, variando de um tempo menor que 20 minutos podendo chegar
a até 2 horas, nas concentragdes de 5 a 100%, por esse fato € recomendada a reaplicacio desse
produto a cada hora de exposicao (CATMAT, 2005; TRONGTOKIT et al., 2015).

Estudos demonstram que 6leo puro de Carapa guianenses conhecido também como
andiroba demostrou uma boa acdo de repeléncia se comparado com a auséncia de produto,
porém, a 50%, demostrou-se inferior de forma significante ao DEET, ji o 6leo de andiroba
puro demostrou tempo de duracdo a primeira picada de Ae. aegypti de 56 contra 3600
segundos do DEET a 50% (MIOT et al., 2004).

Estudos sugerem que aromas florais atraem mosquitos (GLEISER, 2010), todavia
ensaios realizados com perfume Victoria Secret Bombshell (fragrincia: notas florais frutadas),
em concentragdes altas, mostrou-se ser um forte repelente com efeitos que duraram mais de
120 minutos. Assim, as fragrancias florais podem fornecer um odor de méscara que resulta
em baixa atracio para mosquitos, mas por um periodo de tempo mais curto (RODRIGUEZ et
al., 2015).

Apesar de amplamente utilizados, inseticidas “naturais” a base de citronela, andiroba,
6leo de cravo, entre outros, ndo possuem comprovacdo de eficicia nem a aprovacgdo pela
ANVISA até o momento, portanto, os produtos naturais estdo irregulares, exceto os a base de
citronela. Esses produtos descritos ndo foram testados nesta pesquisa, pois ndo sao
recomendados pelo Ministério da satde, devido a sua curta duragdo das formulacdes
existentes, apds expostos na pele do individuo ndo conferindo uma protecdo necessdria

(RIBAS et al., 2010).

1.8 MICROCEFALIA

A infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez, principalmente no primeiro semestre de
gestacdo, acomete o feto, aumentando o nimero de abortos, mortalidade precoce, natimortos e
casos de microcefalia (RODRIGUEZ, 2015). A microcefalia € uma malformacdo congénita,
que envolve fatores genéticos e ambientais (FAUCI et al., 2016). O quadro clinico envolve:
sindromes neuroldgicas, déficit de apreensdo, alteragdes cinéticas, distirbios do equilibrio,
alteracOes no desenvolvimento da fala e alteracOes oculares (WYLIE et al., 2016).

O Ministério da Saide adotou recomendacdes de medidas de protecdo individual para

as gestantes, para evitar infeccao pela picada de Ae. aegypti, as quais envolvem: utiliza¢ao de
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telas em portas e janelas, controle vetorial, mosquiteiros, cal¢cas compridas, roupas de manga
longa e o uso de repelentes (ALPERN et al., 2016) .

O Decreto lei de ntimero 8.716, 20 de abril de 2016, institui o programa de prevenc¢do
e protecdo individual de gestantes em situacdo de vulnerabilidade socioecondmica contra o
Ae. aegypti, e contempla as gestantes que integram as familias beneficidrias do bolsa familia.
O programa ¢é desenvolvido por meio de acdes voltadas para aquisi¢do e a distribuicdo de
insumos estratégicos a satide como repelentes para uso tépico contra insetos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016a; WYLIE, 2016).

As alteracOes da legislacdo vigente, através de uma nova regulamentacio, revelam
uma maior preocupacdo da ANVISA com respeito aos riscos associados aos repelentes
(ANVISA, 2016). Quando utilizados de maneira inadequada, principalmente em criangas
podem causar alteragdes clinicas como dermatites, reacOes alérgicas, toxicidade
cardiovascular e neuroldgica, embora estes eventos sejam raramente registrados (STEFANI et
al.,2009). A induistria deve informar nas embalagens o nome do ingrediente ativo, sua
concentracdo, o tempo para reaplicacdo e o nimero miximo de aplicagdes didrias (ANVISA,
2016).

Novos estudos de bioensaios com repelentes tornam-se importantes, principalmente
com os produtos comercializados pela populacgdo, pois irdo avaliar se estes produtos conferem
a protecdo especificada nos rétulos, conforme a concentragdo e o tempo de protecdao. Desta
forma, serd possivel assegurar se as pessoas que seguem as recomendagdes estdo protegidas

das picadas de mosquitos transmissores de patégenos.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a eficdcia de formulagdes comerciais de repelentes sobre o mosquito Aedes
aegypti.

2.2 Especificos

Avaliar o tempo de protecdo completa de formulacdes de repelentes comerciais
disponiveis no mercado.
Comparar a eficdcia dos diversos principios ativos disponiveis no mercado
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PROVAS BIOLOGICAS
3.1.1 POPULACAO DE MOSQUITOS AVALIADA

Os mosquitos utilizados foram da espécie Ae. aegypti, linhagem Rockefeller (ROCK),
proveniente de colonia livre de infeccdo, mantida no laboratério de Entomologia e
Parasitologia Tropical (LEPaT) do Departamento de Morfologia (DMO) da Universidade
Federal de Sergipe. A manutencdo da colonia em laboratério segue os pardmetros de

biossegurancga para insetarios da Funda¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, 2005).
32 METODOLOGIA DE MANUTENCAO DAS COLONIAS NO INSENTARIO

Os ovos dispostos em fita de papel de filtro foram contados com o auxilio do
estereoscopio e aproximadamente 2.000 ovos foram submersos em dgua e eclodiram
posteriormente (Fig. 2). A bandeja foi identificada e protegida com uma cortina de malha fina
para evitar contaminagdo. O desenvolvimento das larvas era observado diariamente e a racdo

adicionada conforme a demanda.

Figura 2: Bandeja com ovos de Aedes aegypti em recipiente com dgua e alimento
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A partir do momento que surgiam, as pupas eram separadas das larvas com o auxilio

de uma pipeta e colocadas em outro recipiente (Fig. 3).

Figura 3: Bandeja com Larvas de Aedes aegypti em estagios L3-L4

Sendo depois condicionadas em gaiolas apropriadas, denominadas ‘“estoque”, de
tamanho: 30x30x30cm, para que se tornassem mosquitos adultos (Fig. 4). As gaiolas eram
etiquetadas com a data da introducdo das pupas para que se pudesse fazer a estimativa da
idade dos mosquitos adultos.

Os mosquitos adultos foram alimentados com solu¢do de sacarose a 10% (100g de
acutcar para 1000ml de dgua destilada) através de um chumago de algodao coberto com gaze
mergulhado dentro de um Erlenmeyer. A solucdo de sacarose era trocada a cada 48 h, sendo o
Erlenmeyer lavado e os chumacos de gazes repostos garantindo assim um alimento novo para
0s MOosquitos.

A partir das gaiolas estoques, eram retiradas as fémeas para compor as gaiolas
experimentais sendo transferidas 50 fémeas (Fig.5), utilizando um aspirador portatil ou um
sugador manual, onde era visualizada a fémea pelas caracteristicas morfoldgicas a olho nu,
utilizando a técnica com cautela para nao lesionar o0 mosquito pelo manuseio. As gaiolas eram
etiquetadas com a data da introdugdo das pupas para se pudesse fazer a estimativa da idade

dos mosquitos adultos.
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Figura 4: Gaiolas para criagdo de mosquitos adultos Aedes aegypti

Para cada experimento (bioensaio) com um repelente, foi utilizado uma gaiola com 50
mosquitos fémeas. Apds o término de cada bioensaio, os mosquitos eram aspirados e

posteriormente mortos por congelamento.

Figura 5: Gaiolas para experimentac¢do contendo 50 mosquitos fémeas de Aedes aegypti

3.3  PREPARACAO DOS MOSQUITOS PARA OS EXPERIMENTOS

Para cada teste, lotes contendo 50 fémeas eram retirados do insetdrio e trazidos para o
laboratério por pelo menos uma hora, antes do inicio dos bionsaios para aclimatagcdao. Os
testes eram realizados nas horas do dia que correspondem a atividade hematofdgica dos

mosquitos em condi¢des semelhantes a do insetario (26°C £ 2°C; 60% URA).
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34 AVALIACAO DA EFICACIA DOS REPELENTES

Os bioensaios foram realizados de acordo com as recomendagdes contidas no Guia da
OMS para avaliacdo da eficicia de repelentes sobre a pele humana (WHO, 2009b). As
respostas aos repelentes foram avaliadas por meio da estimativa do tempo de protecdo
completa (TPC) fornecida pelos produtos. O TPC é definido como o tempo decorrido entre a
aplicacdo do repelente e o primeiro mosquito provando a pele do hospedeiro.

Fémeas de Ae. aegypti foram coletadas da gaiola estoque na qual ambos os sexos
foram mantidos para permitir o acasalamento e mantiveram jejum por um periodo de 12
horas. As fémeas tinham idade uniforme, entre cinco e sete dias apds a emergéncia. Foram
utilizados diferentes produtos com concentragdes variadas, contendo suas formulagdes com
apresentacOes nas formas: liquida, pastosa e spray. Para avaliar o tempo de prote¢do completa
(TPC) desses produtos (repelentes), a dose padrao utilizada foi a recomendada pela OMS de 1
ml por 600 cm?. O volume a ser aplicado foi determinado a partir do calculo da 4drea do braco,
entre o punho e o cotovelo.

Para o calculo da area (A), foi utilizada uma fita métrica e medida as circunferéncias
do cotovelo (CC) e circunferéncia do punho (CP), e a altura do punho ao cotovelo (H). Foram,
entdo, somados os valores da s circunferéncias e multiplicado pela altura. O resultado foi
divido por dois e, posteriormente, dividido por 600, assim obteve-se o valor do produto a ser
aplicado no braco do voluntério, de acordo com a férmula abaixo (equacao 1):

(CC + CP)
A= ——H
2

Produtos na apresentacdo spray foram pulverizados em um béquer e aspirados com
micropipetas para obten¢do do volume a ser aplicado conforme a drea do antebraco de cada
voluntdrio. Para produtos com apresentagdes pastosas, o volume foi corrigido pela densidade
aparente. A densidade aparente foi calculada pesando a massa do produto (m) contido no
eppendorf, calculou-se o volume (V) de 1ml (equacgao 2). Este procedimento foi utilizado para
cada produto e o valor equivalente ao padrio da OMS (1ml para 600cm?) foi aplicado na area

do braco do voluntério.

Antes de cada avaliacdo do TPC, para cada voluntério, o braco nao tratado foi inserido

na gaiola por 30 segundos para avaliar a atividade hematofdgica dos mosquitos. Somente
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gaiolas com 10 mosquitos ou mais pousando em 30 segundos foram usadas nos testes. Este
procedimento também foi utilizado para avaliar se o voluntdrio era atrativo para os mosquitos,
bem como tolerancia dos voluntdrios as picadas. Somente sujeitos com pelo menos 10
mosquitos pousando no braco continuaram no bioensaio. Durante os bioensaios, o brago
direito foi utilizado como experimental (tratado com repelente) e o bragco esquerdo, o controle.

Apo6s a avaliagcdo da atividade hematofagica, o repelente foi aplicado ao brago direito
e, apds secar com um minuto, foi inserido na gaiola por 30 segundos. O nimero de mosquitos
provando o braco durante 30 segundos foi contado e anotado. Em seguida, o bragco era
removido da gaiola. Este processo, com a exposi¢do do braco controle, seguida do brago
experimental foi repetido a cada 30 minutos. Para cada repelente foram selecionados seis
voluntarios, sendo trés do sexo masculino e trés do feminino. Os experimentos encerravam 30

minutos apds a confirmacgdo da primeira picada.

3.5 PRODUTOS AVALIADOS

Os produtos utilizados foram os que sdo recomendados pela ANVISA. Esses produtos
sdao considerados seguros e ndo causam efeitos adversos em humanos € ao meio ambiente,
possuem em sua formulacdo DEET, IR3535 e Icaridina em diferentes concentracdes e
formulacdes (log¢do, aerossol, spray e gel) (tabela 1). Além desses, foi utilizado DEET grau
técnico (Sigma Aldrigh®), utilizado como parametro de comparacdo, em concentracao (10%)

proxima a dos repelentes comerciais utilizados.

Tabela 1: Caracteristicas dos repelentes avaliados, disponiveis comercialmente no Brasil, tempo de
protecdo médxima indicada nos rétulo do produto, validade, lote e concentracdo. S@o Cristévao, 2018.

Principio Produtos (fabricante) e Concentragdo Validade Lote Tempo
ativo forma de apresentacio %o* estimado*
OFF Family logdo 7,125 01/2020 2184067 Até 2 horas
Baruel locao 9,5 01/2019 2560217 Até 6 horas
DEET Analitico 10 04/2020 MKBS8955V  —-mmeeeee-
DEET Super Repelex Aerosol 11 02/2020 38444\SQ Até 5 horas
i’gm Total Spray (MS) 1 15 032019 16122043 Até 10 horas
E’;ge“ Total Spray (MS) 2 15 042019 1705265  Até 10 horas
IR3535 Baby Johnsons lo¢ao 12,5 02/2019 2021456 Até 4 horas
Repeden Spray 12 03/2019 3125612 Até 4 horas
Icaridina  Exposis Extreme (tetra) 25 01/2020 4571230 Até 5 horas

*Informacao fornecida pelo fabricante.
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3.6 ANALISE DOS DADOS

Para o cdlculo do TPC, foi considerada a primeira de duas tentativas de picada em 30
minutos. Para a analise dos resultados foi utilizada a mediana do TPC. Os dados foram

armazenados numa planilha de Excel e analisados pelo Bioestat.

3.7 QUESTOES DE ORDEM ETICA

Por envolver experimentacdo em seres humanos, este projeto foi submetido e
aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Sergipe (CAEE:
66451316.0.0000.5546). A autorizacdo para a realizacdo da pesquisa ocorreu mediante a
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de todos os voluntarios.
Os repelentes utilizados foram produtos regulamente registrado na ANVISA e utilizado
rotineiramente contra de mosquitos. Para participar dessa pesquisa os voluntdrios deveriam
estar sauddveis, apresentar idades entre 18 a 50 anos, no possuir alergia a picadas de insetos
ou repelentes, ndo estar gestante. No dia do teste os voluntdrios ndo poderiam fazer uso de
nenhum produto com fragrancia, como cremes, perfumes, repelentes ou fumar um dia antes
do teste.

Os mosquitos utilizados foram provenientes da linhagem Rockefeller criados em
laboratdrio e livres de infec¢do. Os riscos antecipdveis em decorréncia da participagdo na
pesquisa foram os relacionados a eventuais reacOes alérgicas devido a sensibilidade ao
repelente ou a picada, nesse caso, o voluntdrio seria afastado do ensaio. Devido a irritacdo que
ocorre apds a picada, foi oferecida bolsa de gelo ou locdo a base de calamina no final do
experimento para amenizar o incoOmodo causado pelo prurido. Nenhum voluntario necessitou
ser afastado do bioensaio e todos suportaram bem as picadas no tempo de exposicdo.
Nenhuma intercorréncia de alergia foi registrada. Além disso, vérios voluntarios ofereceram-

se para o teste de outros produtos.

3.8 ANALISE QUIMICA DOS PRODUTOS CONTENDO DEET

As andlises cromatograficas (CG-EM) das amostras para quantificacio da
concentracdo de DEET nos produtos analisados foram realizadas no Instituto de Quimica e

Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.



28

3.8.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras oleosas foram preparadas através da diluicao de 1 uL da amostra em 1
mL de solvente Hexano grau HPLC (Vetec) em vials de 1,5 ml, apds isso as amostras foram
acondicionadas em geladeira a 4°C até a injecdo. Os cremes foram preparados utilizando 5 uL
da amostra diluidos em 995 pL de hexano em vials de 1,5 ml, depois as amostras foram

acondicionadas em geladeira a 4°C até a injecdo.

3.8.2. METODOLOGIA DE ANALISE

As foram injetadas 1 pul da amostra manualmente no aparelho cromatografo (Fig. 6)
gasoso acoplado a Espectrometria de Massas (CG/EM), modelo GC-2010 plus utilizando
hélio como gés de arraste, equipado com coluna DB-5 (30 m de comprimento, 0,25 mm di,
filme de 0,25 um de espessura; marca Supelco) e um injetor com divisdo de fluxo
(SPLIT/SPLITLESS) com razao split de 4 (Figura 6). A programacdo da corrida foi: a coluna
inicialmente foi deixada a 800C com isoterma de 2 minutos, apés houve um gradiente de
aumento de temperatura de 100C por minuto, até a temperatura de 2500C com uma isoterma

de 3 minutos totalizando uma corrida total de 22 minutos. Os padrdes para realiza¢do da curva

de calibragdo foram injetados em triplicata.

Figura 6: Aparelho Cromatografo Gasoso acoplada a espectrometria de massa (GCMS), Laboratério de Quimica

da UFAL.
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4. RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados, quanto ao tempo de protecdo total, oito repelentes,
contendo trés principios ativos diferentes, além de um repelente de grau técnico. Os
bioensaios com o uso de DEET analitico a 10% mostraram mediana de duragdo de 30 minutos
e amplitude de protecdo de 30 a 90 minutos. O niimero de pousos no braco controle no tempo

zero variou de 15 a 36 e no brago tratado entre 1 a 8 (Tabela 2).

Tabela 2: Atividade de repeléncia do produto DEET Analitico a 10% sobre mosquitos
Ae. aegypti. Sdo Cristovao, 2018.

Nudmero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
1 16 22 18 -- - 0 3 3 - -
2 36 26 24 -- -- 0 3 3 -- --
3 26 20 22 16 18 0 0 0 4 6
4 24 26 26 -- - 0 6 8 - -
5 16 18 20 - -- 0 5 6 -- -
6 15 14 16 - - 0 1 2 - -

Os testes com o repelente da marca OFF Family (DEET 7,125%) demonstraram
mediana de 30 minutos, mas amplitude entre 30 e 60 minutos de protecdo. O numero de

pousos no braco controle no tempo zero variou entre 12 e 33 e no braco tratado entre 2 a 7

(Tabela 3).

Tabela 3: Atividade de repeléncia do produto OFF Family a 7,125% sobre mosquitos Ae.
aegypti. Sao Cristovao, 2018.

Nudmero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 90 12| 0 30 60 90 120
1 0
2 12 14 18 20 -- 0 0 2 4 --
3 15 18 21 -- -- 0 2 6 -- --
4 13 17 21 23 -1 0 0 2 6 --
S 22 24 26 - -1 0 3 6 - --
6 26 28 3 - -] 0 3 4 - -

19 17 21 -- -- 0 6 7 -- --
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O repelente da marca Baruel (DEET 9,5%), demonstrou mediana de 30 minutos e

amplitude entre 0 e 30 minutos de protecdo. Os pousos no braco controle variaram de 11 a 41,

ja no brago tratado houve de 2 a 8 pousos (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade de repeléncia do produto Baruel a 9,5% sobre mosquitos Ae.
aegypti. Sao Cristévao, 2018.

Nudmero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 % 120 0 30 60 90 120
1 30 41 40 -- - 0 7 8 - -
2 11 12 14 -- -- 0 4 5 -- --
3 18 27 24 -- -- 0 3 4 -- --
4 32 34 33 - - 0 7 8 - --
5 22 33 -- - ~- 1 2 3 -- - -
6 21 19 27 - -1 0 4 6 -- --

Os Bioensaios com o repelente da marca Super Repelex Aerossol (DEET a 11%)

demostraram mediana de TCP de 90 minutos, com amplitude de variacdo entre 60 e 90

minutos. O nimero de pousos variou de 11 a 38 no braco controle e de 2 a no brago tratado

(Tabela 5).

Tabela 5: Atividade de repeléncia do produto Super Repelex Aerossol DEET a 11% sobre
mosquitos Ae. aegypti. Sao Cristovao, 2018.

Nuimero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 90 12000 30 60 90 120
1 14 21 19 19 17 |0 0 0 3 9
2 24 26 23 38 - 10 0 3 8 -
3 14 16 15 14 16 |0 0 0 2 3
4 16 14 14 18 16 |0 O 0 2 4
5 12 11 16 14 - 0 0 3 6 --
6 15 16 18 17 - 10 0 0 2 3

Os testes com o uso do repelente Expert Total (DEET a 15%) (Primeiro Lote)

mostraram mediana de 60 minutos, com amplitude de 30 a 90 minutos de TCP. Os nimeros

de pousos no braco controle variaram de 16 a 40 e no tratado de 1 a 6 (Tabela 6).



Tabela 6: Atividade de repeléncia do produto Expert Total Spray DEET a 15% (Primeiro

Lote) sobre mosquitos Ae. aegypti. Sao Cristévao, 2018.
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Nuimero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 9 1200 30 60 90 120
1 24 2 25 26 - |0 0 2 4 -
2 28 26 24 26 - |0 O 3 6 --
3 28 17 18 18 - [0 0 1 3 -
4 40 260 24 27 - |0 O 2 3 -
5 16 18 20 - - 10 1 6 - -
6 20 22 18 24 21 |0 O 0 3 4

Em virtude do resultado aparentemente contraditorio deste produto em relacdo aos

demais, uma vez que ele possui maior concentragdo de DEET, mas mediana de TCP inferior a

outros produtos com concentragdo menor, um outro lote do produto foi obtido e avaliado. Os

resultados para o segundo Lote mostraram igualmente mediana de 60 minutos, mas amplitude

um pouco menor, variando entre 60 e 90 minutos. Os pousos no braco controle variaram de

12 a 26 e no tratado de 2 a 8 (Tabela 7).

Tabela 7: Atividade de repeléncia do produto Expert total DEET Spray 15% (Segundo

Lote) sobre mosquitos Ae. aegypti. Sao Cristévao, 2018.

Numero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 90 120 | O 30 60 90 120
1 12 14 16 14 -- 0 0 2 4 --
2 15 18 17 16 -- 0 0 6 8 --
3 18 17 16 17 -- 0 0 2 6 --
4 22 24 26 18 -- 0 0 6 7 --
5 17 18 12 20 19 |0 0 0 6 5
6 19 17 21 18 - 10 0 4 8 -

Dois produtos comerciais a base de IR3535, com concentra¢des semelhantes, foram

avaliados. Os testes com o repelente da marca Johnsons baby (IR3535 a 12,5%) demostraram

mediana de 60 minutos e amplitude de variagdo de TCP entre 60 e 90 minutos. Os pousos no

brago controle variaram de 10 a 26 e no braco tratado entre 2 a 6 (Tabela 8).



Tabela 8: Atividade de repeléncia do produto Lo¢do Johnsons baby IR3535 a 12,5% sobre
mosquitos Ae. aegypti. Sao Cristévao, 2018.
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Nuimero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 9 1200 30 60 90 120
1 26 24 22 24 23|10 O 0 4 5
2 16 18 21 19 - |0 © 4 6 -
3 16 14 13 14 - |0 0 2 3 -
4 12 11 10 12 - 10 0 2 3 -
5 15 13 12 13 - 10 0 3 4 -
6 15 14 16 12 - |0 0 2 4 -

O outro produto a base de IR3535 foi o repelente Repeden (IR3535 a 12%) que

mostrou mediana de 30 minutos e amplitude de 30 a 60 minutos de prote¢do total. Os pousos

variaram de 10 a 32 no brago controle e de 1 a 5 no brago tratado (Tabela 9).

Tabela 9: Atividade de repeléncia do produto Repeden Spray IR3535 a 12% sobre
mosquitos Ae. aegypti. Sao Cristovao, 2018.

Numero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo (min) 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
1 25 18 16 -- - 0 1 5 - -
2 32 24 31 -- -- 0 2 3 -- --
3 18 12 13 -- -- 0 1 2 - -
4 12 11 10 13 -- 0 0 2 3 --
S 15 13 12 -- - 0 2 3 - -
6 15 14 13 - -- 0 2 4 - -

Também foram realizados bioensaios com produto a base de Icaridina, todavia na

época da realizacdo dos experimentos, apenas produtos com 25% estavam disponiveis no

mercado brasileiro. O produto avaliado foi o Exposis Extreme tetra (Icaridina a 25%), que

apresentou mediana de TCP de 120 minutos e amplitude variando entre 60 e 120 minutos de

protecdo. Os nimeros de pousos de mosquitos no brago controle variam entre 11 a 35 e no

brago tratado de 1 a 6 pousos.
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Tabela 10: Atividade de repeléncia do produto Exposis Extreme (tetra) Icaridina a 25%
sobre mosquitos Ae. aegypti. Sdo Cristévao, 2018.

Numero de pousos

Voluntario/ Controle Experimental

Tempo(min) O 30 60 90 120 150 [0 30 60 90 120 150
1 30 27 28 27 -- - 10 0 1 2 - -
2 32 30 32 35 28 26 |0 0 0 O 3 5
3 12 14 11 16 14 6 [0 0 0 0 2 3
4 18 22 21 20 22 18 {0 0 0 O 1 3
S 12 11 16 14 - - 10 0 3 6 -- -
6 15 16 18 17 19 9 ([0 0 0 O 3 4

A Tabela 11 resume as medianas de TCP de todos os produtos avaliados.

Tabela 11: Mediana pelo tempo de protecdo completa dos produtos repelentes com diferentes
concentracoes e ingredientes ativos. Sdo Cristévao, 2018.

Tempo de protecao completa

Expert

Expert

OFF Family Baruel Super Total Total J'B: Repeden Exposis
~ ~ DEET Repelex Lo¢ao Extreme
‘. Log¢ao Locao _ Spray- Spray — P Spray
Voluntérios padrio Aerosol o Liquido Tetra
(DEET (DEET (10%) (DEET 1° Lote 2° Lote (IR3535 (IR3535 (Icaridina
7,125%) 9,5%) 7 11%) (DEET (DEET 12.5%) 12%) 25%)
¢ 15%) 15%) o7 ¢
1 60 30 30 90 60 60 90 30 60
2 30 30 30 60 60 60 60 30 120
3 60 30 90 90 60 60 60 30 120
4 30 30 30 90 60 60 60 60 120
5 30 0 30 60 30 90 60 30 60
6 30 30 30 90 90 60 60 30 120
Mediana 30 30 30 90 60 60 60 30 120
41  ANALISES DOS PRINCIPIOS ATIVOS

Inicialmente foi estimada a curva de quantificacdo (Figura 7), mostrando a equacgdo da

reta e o R? que corresponde a confiabilidade da curva para quantificar. A curva de

quantificacdo foi tracada a partir de trés pontos, sendo o primeiro ponto de 100 ppm, o

segundo 250 ppm e o terceiro de 500 ppm. O eixo y mostra a drea do pico € no €ixo x a

concentragdo em ppm.
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Figura 7. Curva de quantificaco, areas de pico com concentragdo de DEET grau técnico. Sdo Cristévao

2018.

O programa de cromatograma (Figura8), mostra as concentragdes sendo picos
encontrados respectivamente: 100 ppm, 250 ppm e 500 ppm.
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Figura 8: Resultados das dreas do pico mdximo de acordo com a concentracao de DEET em aparelho de
Cromatograma, Sao Cristévao 2018.

Para as andlises dos produtos em diferentes principios ativos de DEET, foram
utilizados 1 mg da para 1 mL de Hexano. As concentracdes sinalizadas levaram em
consideragdo o pico do DEET que estd no cromatograma (Figura 8). A curva de quantificacao
resultou na equacdio: Y= 88482x + 2 *10° (onde y a altura do pico e X a concentracdo de
DEET), R? = 0,9989. Esta equacdo foi utilizado para o célculo da concentragio de DEET em

cada produto, de acordo coma as areas de pico encontradas para cada produto.
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4.1.1 Repelente Baruel (9,5%)

(x1.000.000)

Intensidade

Tempo de retencio
Figura 9. Cromatograma mostrando o tempo de retengdo para DEET no repelente Baruel a 9,5% do produto, Sdo

Cristévao 2018.
Tempo de retencdo: 11.948
Altura : 5000000
Area: 1484924
Concentragdo: 100%

Equacdo: Y= 88482x + 2¥10°
1484924=88482x+2*10°
x = 145,21 pmm ou 14,5%

Resultado da analise: 14,5% do DEET

4.1.2 Repelente Expert Total Lote 1705265 (Segundo Lote / 15%)

(x1.000.000
6.0

5.5

5.0

459

4.0

3.5

3.0

259

Intensidade

2.0

1.5

1.04
0.59

g T T T — L S B U B s S s B s RS e B
20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 1.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 200 210

Tempo de retencao
Figura 10. Cromatograma mostrando o tempo de retencdo para DEET no repelente Expert Total segundo Lote a

15% do produto, Sao Cristovao 2018.
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Tempo de retencdo: 11.954
Altura: 5000000
Area: 18992554

Concentragdo: 90,11%

Equagio: Y=88482x+2%10°
88482x=18992554-2*10°
x =192,4 pmm ou 19,2%

Resultado da analise: 19,2% do DEET

4.1.3 Repelente Expert Total (Lote 1612043) (Primeiro Lote/ 15%)

Intensidade

2.04
1.59
1.04
0.5
T T T T T T
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Tempo de retengao
Figura 11. Cromatograma mostrando o tempo de retengdo para DEET no repelente Expert Total primeiro Lote a

15% do produto, Sao Cristovao 2018.

Tempo de retencdo: 11.955
Altura: 5000000
Area: 20972492

Concentragao: 82,40%

Equagio: Y=88482x+2%10°
88482x=20972492-2%10°

x =214,4221pmm ou 21,44%

Resultado da analise: 21,44% do DEET
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4.1.4 Repelente Super Repelex Aerosol (11%)

(x1.000,000)
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Figura 12. Cromatograma mostrando o tempo de retencdo para DEET no repelente Baruel a 9,5% do

produto, Sao Cristévao 2018.

Tempo de retencdo: 11.963
Altura: 5000000
Area: 29631467
Concentragao: 70,68%
Equagio: Y= 88482x + 2*10°
88482x=29631467-2%10°
x =312,2835 pmm ou 31,2%
Resultado da analise: 31,2% do DEET
4.1.5 Repelente Off Family (7,125%)

O 1.00+
Fc 0.754
S
=
E 0.50
Q
E 0.25—\%\&\,&“

g T T U T T U T T T LR A s B s L B RS RN
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 21.0

Tempo de retencao

Figura 13. Cromatograma mostrando o tempo de retencdo para DEET no repelente OFF Family a 7,25% do produto,
Sdo Cristévao 2018.



38

Tempo de retencdo: 11.955
Altura:5000000
Area: 20972492

Concentragao: 82,40%

Equagio: Y=88482x+2%10°
88482x=8555401-2*10°
x = 74,0874pmm ou 7,4%

Resultado da analise: 7,4% do DEET

5 DISCUSSAO

Com a epidemia do ZIKV no Brasil foram enfatizadas a adesdao de medidas de
prote¢do como o uso de repelentes, mosquiteiros, mudanca na forma de se vestir-se, uso de
telas de protecdo nas portas e janelas, principalmente no grupo de gestantes devido ao risco da
microcefalia nos recém-nascidos (ALPERN et al., 2016). O uso de repelentes como medida
de protecdo as picadas de Ae.aegypti, teve uma adesdo significante pela populacdo de um
modo geral principalmente pelas gestantes (WYLI et al., 2016).

No Brasil, uma grande divulgacdo e aumento nas vendas de repelentes ocorreram a
partir da epidemia do zika virus e dos casos de microcefalia (GYAWALI et al.,2016). Os
repelentes passaram a ser vendidos amplamente e livremente no comércio como farmdcias e
supermercados, com marcas variadas e principios ativos diferenciados, conforme preco e
tempo de prote¢do. Entre os anos de 2016 e 2018 houve aumento na procura desses produtos,
chegando 57% de aumento nas vendas (SALGE et al.,2018). Embora a epidemia de ZIKV
tenha diminuido, a transmissdo ainda persiste com elevada infestagdo domiciliar por
Ae.aegypti (DULGHEROFF et al., 2018), assim as medidas de controle continuam
fundamentais.

Os produtos analisados neste estudo por meio de bioensaios in vivo apresentaram
resultados inferior ao que consta em seus rétulos, no que diz respeito ao tempo de eficicia do
produto, apesar de que neste trabalho avaliamos o tempo de prote¢cio completa (TPC) e
alguma protecdo ainda possa persistir apds esse tempo. Apesar de algumas marcas
apresentarem o mesmo principio ativo, o DEET, porém com concentragdes e apresentacdes

diferentes, os resultados das medianas foram similares nas concentragdes de 7,125% e 9,5%
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(pastsos) e 10% (liquido) com um de TPC 30 minutos. Essa informacgdo é relevante inclusive
em termos econdmicos, uma vez que o aumento da concentragdo estd associado ao preco do
repelente, mas nao foi observada diferenca em relacdo ao tempo de protecdo completa,
quando a concentracdo foi igual ou inferior a 10%. J4 nas concentragcdes acima de 10%,
mostraram maior tempo de protecdo, como a de 11% (aerossol) com mediana de 90 minutos e
ade 15% (liquidos primeiro e segundo lotes), com mediana de 60 minutos.

Observando-se a variagdo da amplitude maxima do TPC entre os voluntarios, o DEET
padrdo a 10% apresentou amplitude um prote¢do de médxima de 90 minutos, a marca OFF
Family 7,125% demostrou amplitude méxima inferior a 60 minutos. O produto Baruel (9,5%),
embora em concentragdo semelhante ao DEET analitico, apresentou sua amplitude maxima de
30 minutos, demonstrando resultados menos expressivos, além de que no tempo zero ja ndo
conferia prote¢cdo em um dos voluntarios, apesar de apresentar uma concentracdo maior que a
marca OFF Family. Esses resultados indicam eficidcia menor deste produto em relacdo aos
demais, demonstrando alguma perda, seja na concentracdo do principio ativo na embalagem,
na formulagdo ou outras varidveis que possam ter interferido na eficacia do produto. O fato do
produto falhar ja no tempo zero deixa o usudrio exposto ds picadas, com a falsa ideia de que
estaria desprotegido.

Em relacdao ao DEET, o melhor resultado apresentando foi o repelente Super Repelex
com DEET na concentracdo de 11%, cuja mediana foi de 90 minutos, com amplitude de 60 a
90 minutos, tendo apresentado um TPC méxima (90 minutos) em quatro dos voluntdrios nos
bioensaios, demonstrando uma protecdo melhor diante dos outros produtos, mesmo aquele
indicando concentragdes de rétulo 15%, demonstrando uma protecao melhor que os demais.

Os testes com o repelente Expert Total 15%, demonstrou uma mediana de 60 minutos,
com amplitude entre 30 a 90 minutos. E em virtude do resultado aparentemente contraditorio
deste produto em relacdo aos demais, uma vez que ele possui maior concentragdo de DEET,
mas mediana de TCP inferior a outros produtos com concentra¢do menor, um outro lote do
produto foi obtido e avaliado. Porém, os resultados para o segundo lote mostraram igualmente
mediana de 60 minutos, embora amplitude um pouco menor e melhor, variando entre 60 e 90
minutos.

O repelente Extreme Total 15% foi ofertado pelo Ministério da sadde, pelo programa
Bolsa familia. Apesar de no rétulo do produto indicar 10 horas de TPC, os resultados obtidos
de dois produtos da mesma marca, mas de lotes diferentes, ndo ultrapassaram 90 minutos de
protecdo total em alguns voluntérios, sendo a moda e a mediana 60 minutos, mostrando um

risco para as gestantes que fazem uso apenas do repelente como medida de protecdo uma vez
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ao dia, como sugerido no rétulo. Embora este produto divulgue uma protecdo de até 10 horas,
a maioria dos estudos jd realizados mostram que duracdo oferecida nio € longas em produtos
com concentragdes superiores a 20% (LUPI et al., 2013). Foi observada uma redugao das
picadas, em relacdo ao controle, 30 minutos apds o TPC, todavia os voluntérios ja recebiam
vdrias picadas.

Ap6s conclusdo dos bioensaios, foi observado que entre os produtos que possuem
como principio ativo o DEET, aqueles com concentragdes acima de 10% conferem tempo de
protecao melhor, assim tendo um intervalo de reaplicacdo do produto menor e garantindo ao
individuo maior protecao contra a picada de Ae. aegypti. Todos os produtos com concentragdao
igual ou inferior a 10% apresentaram mediana de TCP de 30 minutos, o que pressupdem
aplicacdes repetidas, o que ndo e indicado, nem conveniente. As recomendagdes disponiveis
indicam quantidade de aplicacdes restrito a apenas trés vezes por dia, principalmente em
produtos com concentracdes de DEET elevadas, podendo o seu aumento ocasiona reagdes
como as dermatites, alergias respiratrias, toxicidade e em casos raros problemas
neurologicos (TOMAL et al., 2016).

Nos experimentos utilizando o principio ativo IR3535, dois produtos com
concentracoes semelhantes, Repeden 12% e Lo¢do Johnson baby 12,5% apresentaram
medianas de TCP de 30 minutos 60 minutos respectivamente. A amplitude de protecdao
apresentou também valores diferentes, sendo para Repeden de 30 a 60 minutos e Locao
Johnson baby de 60 a 90 minutos. Esses produtos indicam até quatro horas de repeléncia,
todavia, estudos disponiveis mostram que concentracoes acima de 20% sdo necessarias para a
eficacia compreendido de 4 a 6 horas (SORGE et al., 2007).

Para o principio ativo icaridina, o produto analisado foi o Exposis Tetra Extreme com
25% de icaridina. A época da realizacdo do estudo, ndo estavam disponiveis comercialmente
produtos com concentragdes inferiores. Os resultados foram mediana de 120 minutose
amplitude de protecdo entre 60 e 120 minutos, conferindo até duas horas de protecdo total,
demonstrado melhor resultado de protecdo entre todos os repelentes com principios ativos
especificos testados, o que seria esperado, uma vez que o maximo da concentracio de DEET
avaliada foi de 15%. De qualquer maneira, estudos mostraram que produtos a base de
Icaridina conferem uma prote¢cdo melhor em comparagdo aos a base de DEET (RIBAS et al.,
2010). Na Africa, foram realizados estudos onde se verificou a poténcia da picaridina contra o
Ae. aegypti, constatando que sua eficacia é de 1,1 a 2,0 vezes mais potente do que outros

repelentes a base de DEET (BADOLO et al., 2017).
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Os resultados das andlises mostraram-se resultados inferiores ao que seria esperado,
em todos os no que se refere ao tempo de protecdo completa, pois os periodos de TCP foram
inferiores ao que seria esperado, de acordo com a estimativa do rétulo. Nos produtos cujo
principio ativo era o DEET observou-se uma mediana mixima de 90 minutos, em produtos
cujo rétulos indica uma protecdo de até 5 horas. Os a base de IR3535 a mediana obtida foi de
no miximo uma hora e indicac¢io do fabricante de protecao até 4 horas. Ja para os que contém
Icaridina observou-se uma prote¢do de duas horas, cujo rétulo indica protec¢do de até 4 horas.

Os resultados dos ensaios quimicos utilizando o principio ativo DEET, com os
produtos Baruel, Expert Total (com dois lotes diferentes) e Super Repelex Aerossol, foram
inconclusivos diante do que especifica os rétulos dos produtos e os ensaios bioldgicos, exceto
o repelente da marca off Family que mostrou resultado de concentracdo proximo do que
esperava.

Nos bioensaios realizados, o tempo de protecdo total variou conforme o produto
utilizado no experimento, havendo uma variacao quanto ao nimero de pousos dos mosquitos
nos bragos controle e tratado (com repelente), sendo utilizados seis voluntdrios de sexos
diferentes, com o objetivo de melhorar a estimativa. Todavia a reducdo do nimero de picadas
do mosquito ndo impede a transmissd@o da doenga, visto que uma unica picada do artrépode
infectado pode transmitir o virus (LUPI et al., 2013).

Os resultados dos bioensaios com os repelentes demonstraram que a populacdo esta
em risco de ser infectada, mesmo em uso dos produtos, pois o tempo que o rétulo sinaliza
corresponde a redu¢do no numero de picadas e ndo o tempo de prote¢do completa do produto.
Assim torna-se necessdria ajustar as concentragdes e o tempo de reaplicacio, e estes serem
especificados nos rétulos dos produtos para que a populacdo principalmente as gestantes nao
fiquem expostas ao risco de infeccdo. A permanéncia do produto na pele leva uma redugdo ao
longo do tempo devido ao clima quente e umido, o aumento da sudorese e substincias
exaladas da pele (suor, diéxido de carbono e 4cido latico) tornando necessdrias reaplicacdes
do produto para que ndo haja prejuizos no grau de protecdo do repelente (RODRIGUEZ et
al.,2017). Assim politicas publicas de recomendagdes do DEET devem levar em consideragao
as informagdes a respeito da toxidade, o histérico do seu uso e seguranca o risco representado

pelas doencgas transmitidas por vetores (WYLIE, 2016).
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6 CONCLUSAO

Produtos com principio ativo a base de DEET mostraram melhores resultados nos
experimentos com os voluntdrios em ambos 0s sexos, em concentragdes superiores a 10%
com TPC chegando a 90 minutos, mostrando, em concentracdes inferiores uma protecdo de
apenas 30 minutos. O produto a base de Icaridina a 25% apresentou protecdao de 120 minutos
e menor protecdo com 60 minutos. Produtos a base de IR3535 mostraram um resultado
maximo de 90 minutos com concentragdes similares (12%)e com prote¢do inferior a 30
minutos.

Através dos experimentos foram vistos que os repelentes vendidos no comércio e
utilizados nos bioensaios apresentaram uma reducdo das picadas contra os mosquitos Aedes
aegypti, com tempo de protecao total informado inferior ao indicado nos rétulos e descrito na
embalagem. Fazendo necessario uma nova recomendacgdo a respeito do uso do repelente, sua
concentracdo adequada e o numero de reaplicacdes do produto no individuo, garantindo uma

protecdo para a populacdo contra doengas que sdo transmitidas por insetos.
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Avaliacdo da atividade de formulacdes comerciais de repelentes sobre Mosquitos Aedes
aegypti (Diptera- culicidae)

Aprovado pelo comité de ética com CAEE: 66451316.0.0000.5546

Pesquisadora responsdvel

Discente: Adriana dos Santos Estevam (79) 99941.9918, dricaestevam@bol.com.br
Instituicdo Responsavel pela pesquisa

Universidade Federal de Sergipe (UFS)- Departamento de Morfologia (DMO)

Informacdes aos voluntérios

Vocé esta sendo convidado/a para participar de uma etapa da pesquisa “Avaliacdo da
atividade de formulacdes comerciais de repelentes sobre Mosquitos Aedes aegypti (Diptera-
culicidae)” sua participagdo nao ¢ obrigatoria. A qualquer momento, vocé pode desistir de
participar e retirar o seu consentimento, sem que haja qualquer prejuizo em relacdo com os
pesquisadores ou com a Universidade Federal de Sergipe.

O objetivo desta etapa do trabalho é comparar a eficicia e duracdo de repelentes na
protecdo contra a picada de mosquitos da espécie Aedes aegypti. Os repelentes utilizados
serdo a base de DEET, sdo produtos registrados pela ANVISA e utilizados rotineiramente
contra picadas de Aedes aegypti.

Sua participacdo nesta etapa da pesquisa consistird na lavagem do antebraco esquerdo
com sabdo, dgua corrente e secado, esta drea serd exposta dentro de uma gaiola contendo 50
fémeas do mosquito Aedes aegypti por 30 segundos. O experimento s6 continuard se pelo
menos 10 fémeas pousarem em seu brago nesse tempo. O antebrago direito serd tratado com
produto a base de DEET e exposto dentro da gaiola contendo 50 fémeas de mosquito Aedes
aegypti por 30 segundos. A introducdo dos bracos na gaiola por 30 segundos serd repetida a
cada 30 minutos (ou 60 minutos apds o primeiro pouso no braco tratado). O experimento
terminard assim que o repelente falhar ou até 6 horas de duragdo. Os mosquitos serdo
provenientes da cepa Rockefeller criada em laboratério, livres de infec¢do, considerada

padrao de suscetibilidade a inseticidas e repelentes.
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Os riscos antecipdveis em decorréncia da participagdo na pesquisa estdo relacionados
eventuais reagdes alérgicas devido a sensibilidade ao repelente ou 4 picada. Nesse caso, o
voluntario que representar reacdes de sensibilidade serd afastado do ensaio. Devido 4 irritacdo
que ocorre apds a picada, serd oferecido a voc€ uma bolsa de gelo ou locdo a base de calamina
no final do periodo de exposi¢do para amenizar o incomodo causando pelo prurido.

Para a participacdo nesta pesquisa os voluntdrios devem estar sauddveis, apresentar
idades entre 18 e 50 anos, ndo possuir alergia a picadas de insetos ou repelentes, ndo estar
gestante. Os voluntdrios ndo poderdo fazer uso de nenhum produto de fragrancia, como
cremes, perfumes, repelentes ou fumar no dia teste.

A pesquisadora Adriana dos Santos Estevam serd responsavel por quaisquer despesas
decorrentes de reacdes ou danos aos voluntdrios relacionados ao ensaio.

As informacdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguradas o sigilo
sobre sua participagao.

Vocé receberd uma cépia deste termo onde consta o telefone da pesquisadora, podendo tirar
davidas sobre o projeto e sua participagdo em quaisquer momento.
Bl ettt et e ettt e e e s
R ,abaixo assinado, tendo recebido as informacdes
no verso e ciente dos meus direitos abaixo relacionados , concordo em participar como
voluntdria da pesquisa citada.
1- A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duavida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros, relacionado com a pesquisa a

que serei submetido (a);

2- A liberdade de retirar o meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo;
3- A seguranca de que ndo serei identificado (a) e de que serd mantido o carater

confidencial da informacdo relacionada com a minha privacidade;

4- O compromisso de me proporcionar informagao atualizada durante o estudo, ainda que
esta possa afetar a minha vontade de continuar participando ;

5- Que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo or¢camento da pesquisa;
Tenho ciéncia do exposto acima e desejo colaborar coma pesquisa.

S0 CriStovVaAO,.uuuueeeeeeeeeeeennnnn.. Ao, A€
Assinatura do/da VOIUNEATIO/A. ..........eeiiiiiiiiiiiiie e

br-jun, 2016.
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APENDICE B — CARTA DE APROVACAO DO CEP

UFS - HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE ARACAJU Qwur‘"@
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da atividade de formulacdes comerciais de repelentes sobre Mosquitos
Aedes aegypti (Diptera- culicidae)

Pesquisador: ADRIANA DOS SANTOS ESTEVAM

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 66451316.0.0000.5546

Instituicao Proponente: FUNDACAQO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.050.510

Apresentacao do Projeto:
O projeto apresenta a hipotese: os repelentes disponiveis hoje no mercado ndo tem eficacia e durabilidade
necessaria para permitir uma protecéo suficiente.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Geral : Avaliar a eficacia de formulacdes comerciais de repelentes sobre o mosquito Aedes aegypti.

Objetivo Secundario:

Especificos:Avaliar o tempo de protecdo das formulacdes de repelentes comerciais disponiveis no mercado.
Comparar a eficacia dos diversos principios ativos disponiveis no mercado.

Riscos:

Desconforto a picada de insetos e prurido. Diante desses fatores foram disponibilizados lo¢gdes a base de
lidocaina para alivio das picadas.

Beneficios:

Padronizar uma nova recomendacio a respeito do uso dos repelentes utilizados comercialmente, definindo
seu tempo de duracido e seu efeito repelente contra mosquitos Aedes aegypti.

Endereco: Rua Claudio Batista s/n®

Bairro: Sanatorio CEP: 49.060-110
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)2105-1805 E-mail: cephu@ufs.br
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Enderego: Rua Claudio Batista s/n®

Bairro: Sanatario CEP: 49.060-110
UF: SE Municipio: ARACAJU

Telefone: (79)2105-1805 E-mail:

cephu@ufs.br

UFS - HOSPITAL

UNIVERSITARIO DE ARACAJU
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

Continuacéo do Parecer: 2.050.510

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa sera observacional, experimental, descritiva e ird avaliar a eficacia e sensibilidade dos
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repelentes comercialmente utilizados pela populagéo a base de: DEET, Icarina, IR3535 e aprovados pela

Anvisa. Os bioensaios de repeléncia serdo realizados através de teste braco-gaiola, onde através da

exposicdo do braco tratado com repelente realizara exposicdo a mosquitos (livres de infeccéo).

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Adequados.No entanto, sera necessario colocar no TCLE o timbre da instituicdo proponente da pesquisa e o

beneficio conforme descrito no projeto.

Recomendacoes:

Colocar no TCLE o timbre da instituicdo proponente da pesquisa e o beneficio conforme descrito no projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

N&o se aplicam. Ver recomendacéo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 26/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 803583.pdf 22:30:59
Projeto Detalhado/ |PROJETOMESTRADO.docx 26/03/2017 |ADRIANA DOS Aceito
Brochura 22:30:14 | SANTOS ESTEVAM
Investigador
TCLE /Termos de |TCLE.docx 17/10/2016 |ADRIANA DOS Aceito
Assentimento / 00:35:01 SANTOS ESTEVAM
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto SCANER.pdf 16/10/2016 |ADRIANA DOS Aceito

22:15:15 | SANTOS ESTEVAM

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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UFS - HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE ARACAJU QW mo
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

Continuacéo do Parecer: 2.050.510

ARACAJU, 08 de Maio de 2017

Assinado por:
Anita Herminia Oliveira Souza

(Coordenador)
Enderego: Rua Claudio Batista s/n®
Bairro: Sanatorio CEP: 49.060-110
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)2105-1805 E-mail: cephu@ufs.br
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