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RESUMO

Os flebotomineos, séo insetos da ordem Diptera, conhecidos popularmente como mosquito-
palha, birigui, entre outros, preferem ambientes imidos, escuros, quentes e ricos em matéria
organica para o seu desenvolvimento. Por isso, estdo distribuidos principalmente nos paises
tropicais e sub-tropicais. Os adultos se alimentam de seiva e as fémeas, além disso, necessitam
de sangue para a maturacdo dos ovos. O repasto sanguineo ocorre em animais de sangue
quente, dentre esses, 0 ser humano levando a diversos problemas desde uma irritabilidade na
pele local até a transmiss@o de patdgenos. Dentre 0s patdgenos, destacam-se: 0s virus da febre
de trés dias, virus toscana e chandipura; a bactéria Bartonella bacilliformis e o protozoario
Leishmania spp. Estima-se que um milh&o de novos casos de Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e 300 mil de Leishmaniose Visceral (LV) acontecam por ano. Como forma
de evitar a picada do inseto, buscam-se medidas de prevencdo como 0 uso de inseticidas,
mosquiteiros e principalmente o uso de repelentes. O objetivo deste trabalho foi estudar e
desenvolver uma metodologia para avaliar compostos com potencial de repeléncia para
flebotomineos, em que os voluntarios ndo sejam expostos & picada do inseto. Com esse
intuito, 11 metodologias foram testadas, separadas em quatro grupos: luva, gaiola, caixa de
acrilico e dedo. Foram utilizados como compostos repelentes o DEET (N-N-dietil-3-
metilbenzeno, obtido do composto comercial OFF®) e a icaridina (obtida do composto
comercial EXPOSIS®). Nenhuma metodologia foi adequada, apenas podem ter direcionado
experimentos futuros. Por exemplo, a procura de outros materiais que ndo permitam o0 acesso
a pele exposta e a necessidade de isolamento dos insetos utilizados no controle dos testes.
Tanto o DEET quanto a icaridina mostraram-se ineficientes como repelentes para
flebotomineos. Os resultados deixam claro como ainda sdo necessérios avangos na area de
testes de repeléncia para flebotomineos, tanto na metodologia de execucdo dos testes, como na
obtencdo de substancias repelentes.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae que inclui os
pequenos insetos da subfamilia Phebotominae, conhecidos popularmente como mosquito-
palha, birigui, asa branca, asa dura, mosquito do rio, cangalhinha, dentre outros
(MARCONDES, 2001a; MAROLI et al., 2012).

Esses insetos séo facilmente reconhecidos devido a algumas caracteristicas marcantes
como a sua dimenséo (2 a 4 mm), corpo extremamente piloso, cor variando desde branco a
cores mais escuras, asas de formas lanceoladas, apresentando a forma de V quando o inseto
estd pousado e voos curtos ndo sendo capaz de se deslocar para locais distantes de seu abrigo
(MAROLI et al., 2012; BRAZIL et al., 2015).

Apresentam ciclo holometabolo passando pela metamorfose completa durante o seu
desenvolvimento, sendo assim temos o0s estdgios de ovo, larva (quatro fases), pupa e
adulto (MAROLLI et al., 2012). Para o desenvolvimento de seu ciclo, preferem ambientes
Umidos, escuros, quentes e ricos em matéria organica. (BARRETO, 1942). Por isso, 0s
flebotomineos estdo distribuidos principalmente na Asia, Africa, Sul da Europa e nas
Américas.

Os adultos se alimentam de seiva, no entanto as fémeas também se alimentam de
sangue para a maturacdo dos ovos. O repasto sanguineo é feito em animais de sangue quente,
dentre esses 0 ser humano, levando a diversos problemas desde uma irritabilidade na pele
local até a transmissdo de bactérias, protozoarios e arbovirus (STEFANI, 2009; RANGEL
& LAINSON, 2003).

A picada do inseto gera um desconforto que pode resultar em uma hipersensibilidade
da pele, consequentemente a formacdo de prurido, vesiculas e dor (STEFANI, 2009). Além
disso, esses insetos sdo considerados um grave risco a salde publica, por serem vetores de

flebovirus que causam febre de trés dias, virus Toscana relacionada a meningite, Chandipura
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que causa a encefalite e a estomatite vesicular; bactéria Bartonella bacilliformis agente
etioldgico da bartonelose e principalmente o protozoario do género Leishmania; agente
etiologico das leishmanioses (RANGEL & LAINSON, 2003; MAROLI et al.,, 2012;
BATES et al.,2015).

Atualmente existem aproximadamente 1.000 espécies descritas de flebotomineos e
530 espécies foram encontradas na regido Neotropical, dentre elas 20 espécies sdo
possiveis transmissores da leishmaniose, o0 que justifica a sua importancia (BATES et al.,
2015).

Além disso, 0 nimero de casos ocorridos a cada ano é outro fator que leva ao
destaque da doenca, estima-se que seja de um milh@o de novos casos por ano de leshmaniose
tegumentar americana (LTA) e 300 mil casos de leshmaniose visceral (LV) e acredita-se que
310 milhdes de pessoas tém o risco de adquirir a doenga, sendo endémica em 98 paises e
territérios (WHO, 2016).

As leishmanioses sdo ocasionadas pelo protozoario Leishmania spp, que séo
transmitidos por uma variedade de espécies de flebotomineos. A doenca pode se manifestar
clinicamente de trés formas diferentes: leishmaniose tegumentar americana: cutanea (pele) e
mucosa (muco-membranas), e leishmaniose visceral (atinge diferentes 6rgdos internos)
(PAHO, 2016).

Os agentes etiolégicos das leishmanioses podem ficar incubados por um periodo de
dois meses até dois anos, sendo mais comum entre dois e trés meses. A leishmaniose cuténea é
a forma que apresenta uma maior prevaléncia, caracterizada por ulceracBes na pele exposta
(braco, perna e face) e a mucosa € caracterizada, por uma disfuncdo no palato, dificuldade na
fala e na respiracdo. A leishmaniose visceral apresenta um periodo de incubacéo de 10 dias a
24 meses, caracterizada pelo aumento dos Orgdos, problemas respiratorios e disturbios

gastrointestinais (PAHO, 2016).
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Figura 1. Informe da PAHO (Pan American Health Organization) com a incidéncia de casos de
leishmaniose no Brasil.

Segundo o Informe Epidemiol6gico das Américas da PAHO (2016), o Brasil no ano
de 2014 registrou 19.402 casos de leishmaniose cutanea e 1.016 casos de leishmaniose mucosa,
totalizando 20.418 novos casos (Figura 1). Além disso, outros dados presentes no informe e
que ratificam a prevaléncia da doenca, 60% da populacéo brasileira vivem em areas sob maior
risco de adquirir a doenca (PAHO - 2016).

Com o intuito de conseguir evitar as enfermidades transmitidas por esses e outros
insetos, os seres humanos sempre buscaram meios de erradica-los ou formas de se prevenir de
suas picadas, no caso da leishmaniose, principalmente devido as dificuldades do
tratamento e por ndo haver vacina (STAFANI, 2009). Os problemas relacionados com o

tratamento da leishmaniose sdo os efeitos adversos, como a insuficiéncia renal,
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hepatotoxidade e cardiotoxicidade; a resisténcia do parasita a algumas medicagdes e a baixa
adesdo ao tratamento (REITHINGER et al., 2007).

Assim, as formas de controle podem ser divididas em barreiras fisicas e as barreiras
quimicas, que reduzem o contato entre 0s seres humanos e o vetor. As barreiras fisicas
encontram-se 0 uso de telas em portas e janelas, mosquiteiro, roupas que cobrem a pele e as
barreiras quimicas sdo os inseticidas e repelentes. As barreiras fisicas apesar de serem
facilmente implementadas, ndo sdo as mais utilizadas por dependerem de muitas variaveis,
por exemplo, o tipo de tecido da roupa ou a quantidade de roupa vestida (CATMAT, 2016).

O inseticida é uma estratégia utilizada em areas endémicas, podendo ser pulverizado
nas residéncias e abrigos de animais, além dos mosquiteiros e das coleiras dos animais
domésticos tratadas. No pais existem relatos de uso de inseticidas para o exterminio de
flebotomineos desde 1954, porém, essa medida foi restringida devido ao uso inadequado, a
sua toxicidade e a resisténcia dos insetos frente a essas substdncias (ALEXANDER &
MAROLLI, 2003; CATMAT, 2016).

Além disso, a utilizacdo dessas substancias no ambiente silvestre pode causar um
grave impacto ao meio ambiente e custos elevados (CASTRO et al., 2008).

O cenério descrito acima sobre a complexidade do tratamento da doenca e levando
em conta a dificuldade de se obter medidas de controle eficazes, trouxe como consequéncia o
aumento do uso de repelentes, que vem ganhando cada vez mais destaque por ser um método
simples, econdmico e pratico (STAFANI, 2009; CHAMPAKAEW et al., 2016).

Os primeiros repelentes foram descritos por Plinio (23-75 a.D.) e Discorides (60 a.
D.), na literatura greco-romana, que utilizavam o suco de madeira quente (Artemisia
absinthium) e fruta citrica, aplicados sobre a roupa, para repelir os insetos (KATZ et al.,

2008).



15

Desde essa espoca, procura-se o repelente ideal que deve preencher alguns requisitos:
ser atdxico, inodoro, efeito prolongado e contra diversas espécies de insetos, ndo ser irritante a
pele, ser resistente a agua e a brasdo, ndo manchar o tecido, ser estdvel quimicamente,
economicamente viavel e ndo prejudicial ao meio ambiente (BROWN & HEBERT, 1997,
KATZ, 2008; RIBAS, 2009).

Assim, conseguir atingir esses objetivos é complexo por envolver uma série de
fatores que favorecem a picada do inseto, como a condi¢do climatica quente e Umida, odor,
roupas escuras e a predisposicdo individual do individuo de acordo com as substéncias
exaladas pela pele como CO, e o suor (STEFANI, 2009).

Este projeto teve como objetivo central a padronizacdo de uma metodologia de teste
de repeléncia para flebotomineos, sem que o inseto entre em contato direto com o voluntario,
tendo como controle positivo repelentes comerciais OFF® e EXPOSIS®, por serem
substancias aprovadas para o uso e amplamente utilizadas pela populagéo.

O DEET é composto quimico conhecido cientificamente por N,N-dietil-3-
metilbenzemida ou N,N-dietil-meta-toluamida, considerado o padrdo ouro em estudos de
repeléncia que avaliam a eficacia de novos compostos (Figura 2).

O composto é utilizado por apresentar eficAcia comprovada contra picadas de
mosquitos e moderada na protecdo de outros insetos (CHAMPAKAEW et al., 2016), e por
estar presente na maioria das formulacdes dos repelentes comerciais. Segundo a EPA
(Environmental Protection Agency), em 2011, 9,2 milhdes de produto contendo DEET foram

utilizados (EPA, 2014).

(

0 N\/

Figura 2. Férmula Estrutural do DEET. Desenhado no site: https://www.emolecules.com/.
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Apesar disso, 0 composto apresenta relatos de efeitos adversos, dentre as queixas
mais comuns estdo as dermatites e reacdes alérgicas, sendo mais frequentes em criancas do
que em adultos. Nas reacOes adversas mais graves encontram-se problemas no sistema
nervoso central (enxaqueca e tremores) e no sistema cardiovascular (hipotensdo e
bradicardia). Por isso, é recomendado 0 seu uso apds o terceiro trimestre de gravidez e nas
criangas com mais de dois meses (BROWN & HEBERT, 1997; KATZ et. al., 2008; YATES
et.al., 2015; CHAMPAKAEW et. al., 2016).

A icaridina ou picaridina (KBR 3023) € outro composto que apresenta eficicia
semelhante ao DEET, sendo recomendado como repelente de primeira escolha contra picadas
de insetos. Foi isolada da pimenta (Pipernigrum) e quimicamente apresenta-se como &cido 1-
piperidino carboxilico e 2 (2-hidroxietil)-1-metilproprilester (Figura 3) (STEFANI, 2009;

YATES et. al., 2015; CATMAT, 2016).

H /\/O
~o0 N

o=k

0

M\

Figura 3. Formula Estrutural da icaridina. Desenhado no site: https://www.emolecules.com/.

Atualmente, 54 produtos sdo comercializados com o principio ativo (picaridina) nos
Estados Unidos, segundo a EPA. Diferente do DEET, a icaridina, ndo interage com plasticos
ou materiais sintéticos; é praticamente sem odor e pode ser utilizada em criancas e mulheres
gravidas, pois, apesar de poucos estudos apresenta baixa absor¢do sistémica quando aplicados
sobre a pele (STEFANI, 2009; YATES et al., 2015).

No entanto, essas substancias sintéticas também podem causar danos a salde por

causa do uso continuo, aplicacdo inadequada ou odores desagradaveis. Por isso, se investe na
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procura do repelente ideal e uma alternativa na busca por substancias organicas
(CHAMPAKAEW et al. 2016).

Para a avaliagdo da eficacia dos repelentes é necessario que testes sejam realizados
em laboratério. Para alguns insetos hematdfagos, como os culicideos, os testes de repeléncia
estdo bem estabelecidos e j& ha aparatos desenvolvidos para que 0s insetos ndo entrem em
contato com os voluntarios (Obemayr et al. 2010). Entretanto, para flebotomineos, o cenario
ndo € o mesmo. Na grande maioria dos trabalhos publicados com repeléncia e flebotomineos,
0s testes sdo feitos de uma forma que o ser humano fica exposto as picadas dos insetos.

Em um experimento com DEET e indalone, uma gaiola para testes foi adaptada com
cinco cilindros de plastico, com 1 centimetro de altura, em que o antebraco dos voluntarios
ficava fixo na gaiola por 10 minutos(MAROLI & FOSSATI,1986).Em outro estudo, quatro
voluntérios foram selecionados e foram aplicados 2 mL de 6leo de neem de 2 e 5%, 6leo de
mostarda e o0 quarto voluntario foi o controle sem nenhum produto. Os quatro voluntarios
foram colocados numa sala com paredes rebocadas de lama, telhado de palha, sem ventilador
e com as pernas, bracos e o rosto expostos por 5 noites. Os flebotomineos que se alimentavam
ou pousavam nos voluntarios eram capturados (DHIMAN&SHARMA, 1993). Os mesmos
autores utilizaram uma segunda metodologia, com fémeas de dois dias de idade liberadas em
trés gaiolas de madeira de (30x30x30 cm) modificadas para a realizacdo dos testes. Sobre o
antebraco dos voluntérios aplicou-se 1 mL da mistura de 6leo de neem, 6leo de mostarda e
outro sem nenhum composto. Cada antebraco foi exposto por 41mim e, assim como no
anterior, os flebotomineos eram coletados quando pousavam (DHIMAN & SHARMA, 1993).

Outro método descrito utilizava quarenta fémeas de P. papatasi, com idades entre 4-6
dias, que ainda ndo haviam se alimentado de sangue. O primeiro passo foi avaliar,
individualmente, a atratividade de cinco voluntarios, para isso, cada um introduzia a mdo nao

tratada na gaiola por cinco minutos. Assim a tentativa de picada e pouso foi contabilizada, em
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triplicata. Depois, colocou-se uma luva de latex inerte com uma abertura (4x3 cm), nesta
abertura 15pL de 6leo de alho foi aplicado sob o dorso da méo, para deixar somente uma érea
de exposicdo, durante cinco minutos nos tempos de 0, 30 e 60 minutos (VALERIO &
MAROLI, 2005).

Em 2010, Nieves utilizou 1680 fémeas da espécie Migonemyia. migonei, de 5 a 7
dias de idade que permaneciam numa gaiola de nylon (15x15x15 cm). Anteriormente a cada
ensaio, os voluntarios lavavam a mao com agua e sabdo e 50uL de 6leo essencial foi aplicado
sobre a superficie da méo. Para a realizacdo do teste, somente, 20 fémeas permaneciam na
gaiola. A mao permanecia por 20 min com intervalos de 30min, registrando o numero de
picadas (NIEVES, 2010).

Desta forma, evidencia-se a necessidade da realizacdo de testes de repeléncia com
flebotomineos. O conhecimento nesta area ainda é restrito, dificultando a comprovacgdo de
substancias naturais, que resulta em menores efeitos adversos.

Utilizamos para todos os testes flebotomineos mantidos em coldnia da espécie

Nyssomyia neivai, incriminada na transmissdo da leishmaniose tegumentar.

2. OBJETIVO
Padronizar uma metodologia para a realizagdo de teste de repeléncia em
flebotomineos da espécie Nyssomyia neivai, sem haver o contato direto entre o inseto e o

voluntério, tendo como referéncia os compostos comerciais OFE® e EXPOSIS®.
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3. MATERIAL E METODOS

Os flebotomineos foram adquiridos da coldonia de Ny. neivai mantida pelo
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Laboratdrio de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP/Araraquara. Diversos testes foram realizados com a finalidade de

encontrar a metodologia adequada para experimentos com repeléncia.

3.1. Manutencéo da coldnia de Ny. neivai
No laboratério, os flebotomineos foram mantidos em gaiolas de *“voil”
(30x30x30cm) a 26 + 1°C, 80-90% de umidade, fotoperiodo de 12h com acesso a solucdo

acucarada a 30% (Figura 4a e b).

—

Figura 4. () Gaiola onde os insetos sdo mantidos no laboratério; (b) Gaiolas envoltas em
sacos plasticos para ajudar na manutencéo da umidade.

Para a reproducdo do inseto, as fémeas foram alimentadas com camundongos Balb/c
e, apds a sua alimentacdo, foram transferidas com um numero equivalente de machos para
potes plasticos de criacdo de 145 mL.

Os potes de criacdo contém 2 cm de gesso no fundo e sua tampa foi removida e
substituida pelo tecido “voil”. Apos cinco dias de alimentagdo os adultos foram retirados e
passaram por nova alimentacdo. O ciclo de vida do inseto se completou dentro desses
mesmos potes, que eram observados diariamente quanto a alimentagdo das larvas, controle de
umidade e de fungos até o surgimento de adultos. Os potes foram mantidos no escuro, a 26°C

e com umidade de 80 a 90% (Figura 5a e b).



20

Figura 5. Fotos tiradas pela Dr2, Thais Marchi Goulart: (a) Fémea ingurgitada; (b)
Casais com fémeas ingurgitadas transferidos para potes de criagéo.

3.2. Metodologias avaliadas

Em todas as metodologias avaliadas, o voluntario previamente lavava as maos
com Extran® MA 02 neutro (MERCK S.A., Brasil) a 5% e logo apés com uma solucéo de
alcool isopropilico P.A. — A.C.S. (99,5% puro, LABSYNTH Ltda., Brasil) a 50% para que
ndo houvesse interferéncia dos volateis presentes na pele, devido contato anterior com
alguma substancia.

Os testes foram realizados no periodo da tarde, as fémeas utilizadas estavam em
jejum de 5 a 7 dias e nos dias dos experimentos a temperatura e a umidade foram, em média,
de 25°C e de 60,3%, respectivamente.

A proposta inicial seria o voluntario colocar a mdo na gaiola por dois minutos e
aqueles insetos que pousassem na sua mao, seria retirado com um aspirador de Castro por
uma segunda pessoa antes de picarem. Entretanto, essa metodologia mostrou-se inviavel na
pratica por causar muita agitacdo nos insetos e algumas vezes a fuga dos mesmos.

Os repelentes utilizados como controles positivos foram 0s produtos comerciais
OFF® e EXPOSIS®, contendo DEET (7,125%) e icaridina (25%) como principio ativo. No
entanto, os resultados de alguns testes realizados indicaram uma ineficacia do composto
DEET e a partir disso padronizou-se a icaridina como o controle positivo nos testes

posteriores.
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O célculo para aplicacdo dos repelentes levou em consideracdo a porcentagem de
cada principio ativo nos produtos comerciais e a area de cobertura da gaiola BC-cage.No
artigo em que a BG-cage foi utilizada, houve a padronizacdo de 0,33 mg do principio ativo
por cm? da area exposta aos insetos. Desse célculo resultam 18,5 mg do principio ativo, para
serem aplicados em uma &rea de 56 cm?, correspondente & abertura da gaiola (OBERMAYR
et al., 2010). Para a obtencdo de 18,5 mg do principio ativo na quantidade aplica a pele,
considerou-se a porcentagem de cada principio ativo nos respectivos produtos comerciais.
Dessa forma, para o DEET foram utilizadas 260 mg do produto comercial e para a icaridina,
75,9 UL (considerando a densidade do produto) na BG-cage. Para cada experimento, houve
uma variacdo da area de exposicao e, consequentemente, do volume do produto aplicado,

como exemplificado abaixo.

X =260 mg x (4rea de exposicéo da pele em cada experimento) /56 cm?

X=DEET (mg)
260 mg é a quantidade do composto comercial utilizada para cobrir a area de exposicéo de 56 cm?

X = 76 L x (4rea de exposicdo da peleem cada experimento) /56 cm?

X= icaridina (UL)
76 uL é a quantidade de repelente utilizada para cobrir a area uma area de exposicao de 56 cm?.

Abaixo serdo descritas todas as metodologias avaliadas.

l. Metodologia da Luva

e Luva Latéx - Um retdngulo de 10 x 5 cm foi recortado em duas luvas de latex
para demarcar a area em que contariamos o numero de tentativa de picadas dos
flebotomineos. Apoés a lavagem das maos do voluntério a luva foi inserida, em uma das méos
nenhum produto foi aplicado (controle) e na outra se aplicou o repelente OFF®. Cada mao foi

colocada dentro da gaiola contendo 20 flebotomineos fémeas e por 2 min, com intervalos
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de 30 min, as tentativas de picadas foram contabilizadas. Tanto a m&o controle como a mao

do tratamento foram inseridas na mesma gaiola (Figura 6).

E A
Figura 6. Mo com luva de latex inserida na gaiola com insetos.

e Luva de “Voil” - Enrolou-se um pedago de tecido “voil” nas méos lavadas do
voluntério (Figura 7). O tecido apresentava uma abertura igual ao do teste anterior e uma
das maos aplicou o repelente OFF®. As méos foram inseridas alternadamente na mesma
gaiola contendo 20 flebotomineos fémeas por 2 min, com intervalos de 30 min, as tentativas

de picadas foram contabilizadas.

Figura 7. M&o com luva de tecido “voil”.

e Luva de Meia - Para a realizacdo desse teste utilizou-se um par de meias de
algoddo previamente lavadas com Extran a 5%, para eliminar os odores presentes no tecido.
Apos a lavagem, foi realizado um corte de 10 x 5 cm para delimitar a &rea de tentativa de

picada dos flebotomineos. A meia foi escolhida por ser um tecido mais grosso do que o
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“voil”, dificultando a picada dos flebotomineos em outros locais que ndo fosse o
delimitado, eliminando a interferéncia ocorrida no segundo teste.

A meia foi utilizada como um par de luvas pelo voluntario que tinha as maos
lavadas, sendo uma delas o tratamento com o repelente OFF®. A mao do voluntario
permanecia na gaiola pelo mesmo periodo de tempo dos testes anteriores e a contagem
realizada.

e Luva de Papel filme — Ambas as mdos do voluntéario foram lavadas e com suas
méos fechadas, um papel filme foi utilizado para cobrir suas méos e uma érea de 22,5 cm? foi
exposta aos insetos. A mao controle e a mao tratamento (com repelente EXPOSIS®) foram
inseridas, alternadamente, em uma gaiola contendo 30 flebotomineos fémeas e 20 machos.
As maos permaneciam na gaiola até 0 momento em que o primeiro inseto fémea pousasse na
area delimitada. O tempo foi marcado e a méo retirada.

O limite de tempo esperado para o pouso do inseto foi 4 min e o intervalo entre cada
teste foi 30 min. O experimento transcorreu até que o tempo da mao controle e do teste se

igualasse ou 0 tempo da méo teste fosse menor do que o controle (Figura 8).

Figura 8. M&o com luva de papel filme inserida na gaiola com insetos.

e Luva de Vinil transparente — Devido a observacdo experimental de que a
luva de latex repelia os flebotomineos pensou-se na utilizacdo da luva de vinil. Cortamos

uma area de 15cm?em duas luvas que seriam utilizadas pelo voluntéario que lavou as maos
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com agua e sabdo, sem utilizar Extran e alcool isoproprilico. Nesse experimento também se
utilizou duas gaiolas; uma para o controle e outra para o teste. A mao controle foi inserida em
uma gaiola com 30 fémeas e 20 machos e 0 tempo em que a primeira fémea pousou foi

marcado, sendo que a mdo permaneceria na gaiola por um tempo maximo de 5 min (Figura 9).

Figura 9. Mdo com luva de vinil inserida na gaiola com insetos.

Depois que a méo foi retirada a gaiola permanecia dentro de um saco plastico com
placas de petri contendo algoddo molhado para manter a umidade. Desse modo, a gaiola
controle permaneceria isolada e ndo teria uma possivel interferéncia do cheiro residual da
mé&o com o repelente.

Em outra gaiola, contendo 0 mesmo nimero de flebotomineos, a mdo com repelente
(EXPOSIS®) foi inserida e a mesma anélise foi realizada. O intervalo entre cada teste foi de
30 min. O experimento transcorreu até que o tempo da mdo controle e do teste se

igualassem ou o tempo da mao teste fosse menor do que o controle.

e Luva de Nitrila azul — A luva de acrilamida-azul é uma luva mais grossa e
mais resistente que a luva de vinil. A metodologia foi a mesma utilizada para a luva de
vinil, porém aumentou-se o numero de fémeas para 50. Além disto, avaliou-se se haveria

diferenca entre a espessura das luvas (Figura 10).
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Figura 10. Luva de nitrila azul utilizada em experimento.
1. Teste da Gaiola “BG-cage”

e Teste da gaiola “BG-cage” — Neste experimento foi utilizada a gaiola “BG-
cage” desenvolvida por Obermayr et al. (2010), de dimensdo de 27000 cm® (41x41x16)
constituida de acrilico e chdo metalico, abertura de 56 cm? (14,8 x 3,8 cm). A abertura é
coberta com tecido ‘voil’ e apresenta uma distancia de 150 mm entre o antebraco do
voluntério e a tela, ndo havendo contato direto entre o inseto e os voluntarios. Um dos bragos

do voluntario foi utilizado como controle e o outro, como tratamento (Figura 11).

Figura 11. “BG-cage” utilizada nos testes de repeléncia de flebotomineos.

Para esse teste, utilizou-se os produtos comerciais OFF® e EXPOSIS®. Na gaiola

foram adicionadas trinta fémeas de 5 — 7 dias em jejum. O braco do voluntario permanecia em
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contato com a gaiola em um periodo de 2 minutos, com intervalos de 30 minutos até a
porcentagem de repeléncia ser zero ou até o periodo maximo de eficacia do repelente. A
porcentagem de repeléncia é calculada pela seguinte formula:
% = (Nc—Nt) X 100/Nc,
onde Nc corresponde ao nimero de tentativas de picadas no braco controle e Nt ao
nimero de tentativas de picada no braco com repelente. Os parametros de temperatura e

umidade foram monitorados durante a realizacdo dos testes.

e Metade da gaiola “BG-cage” — Devido a tentativa anterior ndo ter sido eficaz
tentou-se a mesma metodologia, porém dividiu-se a gaiola “BG-cage” ao meio com a fixacéo
de uma cartolina e atrds dela colocou-se um algoddo encharcado com &gua, para a
manutencdo da umidade (Figura 12). Alem disso, o0 experimento utilizou como controle

positivo, somente, o repelente EXPOSIS®.

Figura 12. Gaiola dividida pela metade para impedir a fuga e a
mortalidade dos insetos.

Na metade da gaiola foram adicionadas 50 fémeas em jejum. O braco do voluntario
permanecia na abertura da gaiola no periodo de 2 min e as tentativas de picadas eram

contadas. Nao havendo contato direto entre os flebotomineos e o brago do voluntério.

e Gaiola “BG-cage” e a caixa de acrilico — A nova metodologia utilizava uma

caixa de acrilico de 30cm?® (10x10x10 cm) fixada na gaiola “BC-cage” na area de abertura.
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Nessa caixa foram colocadas 20 fémeas em jejum sendo que a abertura foi vedada com
tecido “voil”.

O braco era posicionado na abertura da gaiola e o “voil” da gaiola “BC-cage” foi
trocado entre o braco controle e o brago teste (EXPOSIS®) que permaneceram no local por 2

min. Desse modo, ndo houve o contato direto da pele do voluntério tanto com o “voil” da

caixa , quanto com os flebotomineos (Figura 13).

|

F"igura 13. Caixa de acrilico foi inserida dentro da-“BG-cage” e o tecido voil foi
trocado a cada insercédo de brago.
1. Teste da caixa de acrilico

Na mesma caixa de acrilico utilizada no experimento anterior foram colocadas 20
fémeas em jejum. A caixa tem uma abertura em um dos lados (10x10 c¢cm) que foi vedado

com tecido “voil” (Figura 14).

Figura 14. Caixa de acrilico utilizada em teste.
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A abertura da caixa foi colocada primeiramente em cima do brago controle no
periodo de dois minutos, e depois no brago com repelente (EXPOSIS®) durante 0 mesmo
periodo. Sendo a tentativa de picadas em ambos o0s bragos contabilizadas.

O intervalo entre os experimentos foi de 30 min e a repeléncia foi avaliada de acordo

com o0s parametros do terceiro teste. Além disto, as condi¢cGes ambientais foram monitoradas.

V. Teste dos dedos

Em uma gaiola com 20 fémeas foi realizado um corte de cada lado, onde se
colocaram os dedos indicadores lavados de um voluntério. O dedo esquerdo sem repelente
(controle) e o dedo direito com repelente (OFF®). Os dedos permaneceram dentro de
uma mesma gaiola, simultaneamente, em um periodo de 2 min e observou-se o

comportamento dos flebotomineos, sendo contado o nimero de tentativas de picadas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Metodologia da Luva

e L uva de Latex - Percebeu se no tempo zero do teste que os flebotomineos néo se
aproximavam de ambas as maos na presenca da luva. No entanto, quando uma pessoa que ndo
tinha colocado a luva na méo, a inseria na gaiola havia uma aproximacdo e tentativa de
repasto dos insetos. Percebemos entdo que algum componente da luva repelia os insetos

interferindo nos testes.

e Luva de Tecido “Voil” - Devido ao resultado negativo do primeiro teste esta
nova metodologia foi aplicada, trocando a luva de latex pelo tecido “voil” que é
utilizado normalmente na manutencdo da colénia. No entanto, o resultado obtido ndo foi

satisfatorio, pois os flebotomineos preferiam picar pelo tecido em locais aleatorios do que
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na area que a pele estava exposta. Esse comportamento dos insetos indica que os volateis
liberados pela médo do voluntério passaram pelo tecido “voil”. Devido a alta variagdo nas
tentativas de picadas em diversos locais das méos, tanto na méo controle quanto na mao com

o repelente, impossibilitou a comparacgdo dos dados obtidos.

elLuva de Meia - Apesar de a meia ser confeccionada com um tecido mais
grosso, essa barreira ndo impediu que as tentativas de alimentacdo ocorressem na area da
mé&o inteira. Como o controle e a mao tratamento tinham uma elevada variacdo entre o

numero de picadas, ndo foi possivel a comparacédo entre os dados do experimento.

e Luva de papel filme — Nos trés tempos, ndo houve pouso de fémeas na mdo com
0 produto comercial, durante o periodo de 4 min de exposi¢cdo. No tempo de 60 min, o
numero de picadas na mao controle foi igual ao da méo teste, encerrado assim o teste de
repeléncia (Tabela I).

Tabela I. Tempo de pouso da primeira fémea em teste de repeléncia da luva de
papel filme com o produto comercial EXPOSIS®.

Tempo (minutos) Controle EXPOSIS®
0 0:00:08 -
30 0:03:04 -
60 - -

(-) nenhuma fémea pousou.

Além disso, o teste apresenta como ponto negativo a imobilizacdo da méo do
voluntario durante todo o periodo do experimento ndo podendo remover a luva e a
mobilidade do papel filme que acabava por cobrir ou descobrir as areas demarcadas nas

maos do voluntario.
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elLuva de Vinil transparente — De acordo com o0s resultados obtidos no
experimento, nos primeiros tempos de avaliacdo, as fémeas pousaram antes dos 5 min. No
entanto, conforme o tempo decorria, a repeléncia aumentava (Tabela II). Além disso, as
fémeas conseguiram picar a mdo do voluntario por meio da luva, pousaram e picaram 0s
dedos ao invés da area demarcada.

Tabela I1. Tempo de pouso da primeira fémeas em teste de repeléncia da luva de
acrilamida com o produto comercial EXPOSIS®.

Tempo (minutos) Controle EXPOSIS®
0 0:00:45 0:02:25
30 0:01:23 0:03:15
60 0:01:10 -
90 0:01:14 -
120 0:03:50 -
150 0:01:34 -

(-) nenhuma fémea pousou.

e Luva de Nitrila azul — Nesse experimento os resultados obtidos nos primeiros
tempos de exposicao foram similares ao experimento anterior, pois nos tempos 0 e 30 min as
fémeas pousaram antes dos 5 min na mao com o repelente, mas no tempo de 60 min ndo
houve pouso (Tabela Il1).

Tabela I11. Tempo de pouso da primeira fémea em teste de repeléncia da luva de acrilamida-
azul com o produto comercial EXPOSIS®.

Tempo (minutos) Controle EXPOSIS®

0 0:01:03 0:01:27
30 0:01:44 0:03:33
60 0:00:55 -

90 0:01:52 0:04:18

120 0:00:18 0:04:14

150 0:01:10 -

180 0:01:38 -

210 0:02:45 0:01:54

240 0:01:28 -

(-) nenhuma fémea pousou.



31

Embora em menor nimero do que as luvas anteriores, ainda houve a ocorréncia de
picadas com a luva de nitrila. Houve a tentativa da sobreposi¢do de duas luvas, porém o

material ndo é resistente o suficiente o que causa seu rompimento.

4.2. Teste da gaiola “BG-cage”

e Teste da gaiola “BG-cage” - Utilizando o OFF® como repelente com o tempo de
exposicdo de dois minutos, obteve-se no tempo zero a porcentagem de repeléncia de 0%.
O numero de tentativas de picadas no braco controle foi a mesma do brago com o repelente:
13 fémeas.

Com 0 EXPOSIS®, aumentou-se o tempo de exposicdo para 4 min e conforme o
tempo de aplicacdo do produto se estendia, a repeléncia aumentava. Exceto no tempo de 90
minutos, que houve um decréscimo (Tabela 1V).

Além disso, devido as caracteristicas fisicas da gaiola e a baixa umidade as fémeas
acabaram morrendo e algumas conseguiram escapar, demonstrando que a metodologia nao
seria a mais adequada para a espécie.

Tabela IV. Teste de repeléncia na gaiola “BC-cage” com o produto comercial EXPOSIS®.

N° de tentativas de picadas  N° de tentativas de picadas

Tempo Porcentagem de
(minutos) no controle no tratado repeléncia
(quantidade de fémeas) (quantidade de fémeas) P
To 18 8 55,5
Tso 25 11 56
Teo 19 8 57,9
Tgo 10 8 20
Tz 16 6 62,5

« Metade da gaiola “BC-cage” — O resultado obtido foi uma repeléncia de quase
metade da eficacia do repelente, logo apos a aplicagdo do produto. Apesar de um resultado

favoravel, o experimento ndo pode prosseguir com os intervalos de tempo previstos. Isso
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aconteceu devido & alta mortalidade das fémeas, mesmo com a presenca do algoddo
umedecido com agua para tentar aumentar a umidade na gaiola, houve também elevada

fuga das fémeas (Tabela V).

Tabela V. Teste de repeléncia com produto comercial EXPOSIS® realizado na metade da gaiola “BC-cage”.

N° de tentativas de N° de tentativas de
Tempo - . Porcentagem
(minutos) picadas no controle picadas no tratado de repeléncia
(quantidade de fémeas) (quantidade de fémeas) P
To 40 21 475

e Gaiola “BC-cage” e a caixa de acrilico — Em decorréncia dos resultados
alcangados no teste da caixa de acrilico e também como forma de eliminar o interferente do
teste anterior, a caixa foi fixada na gaiola “BC-cage”. Dessa forma, seria viavel a troca do
tecido que teria contato com o brago do voluntario.

Nesse experimento, o tempo inicial mostrou repeléncia maior que 60%, mas
posterior ao intervalo de 30 minutos a porcentagem decaiu a zero. Esse resultado indica que
apos trinta minutos da aplicacdo do produto ndo ha mais o efeito repelente contra os

flebotomineos (Tabela V1).

Tabela V1. Teste de repeléncia com produto comercial EXPOSIS® realizado na gaiola “BC-cage” com a caixa
de acrilico.

Temno N° de tentativas de picadas N° de tentativas de Porcentagem de
(minu?os) no controle picadas no tratado re elé?lcia
(quantidade de fémeas) (quantidade de fémeas) P
To 13 4 69,2
Tz 7 9 .

4.3. Teste da caixa de acrilico
No tempo inicial a porcentagem de repeléncia foi de 26% e ap6s 30 minutos
houve um aumento para 60% de repeléncia. Observou-se que a atividade repelente aumentava

conforme se passava o tempo.
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Porém, o teste apresentou um interferente que seria a troca do “voil” entre o braco
controle e o braco com repelente para que ndo ocorresse a interferéncia dos volateis do
repelente. A troca do tecido ndo seria possivel sem a fuga das fémeas (Tabela VII).

Tabela V1. Teste de repeléncia com o produto comercial EXPOSIS® realizados na caixa de acrilico.

N° de tentativas de N° de tentativas de
Tempo - . Porcentagem de
(minutos) picadas no controle picadas no tratado repeléncia
(quantidade de fémeas) (quantidade de fémeas) P
To 23 17 26
Tao 20 8 60

4.4. Teste do Dedo
No dedo controle os flebotomineos foram atraidos e houve tentativa de picada, ao
contrario do dedo com repelente ndo houve tentativa alguma. Apesar de ndo ocorrer tentativa
de picada no dedo com o tratamento, as fémeas se aproximavam repetidamente. Além desse
resultado, a execucdo do teste envolve um risco relativo da picada no dedo do voluntério,
devido a exposicao.
4.5. Discussao Geral

A dificuldade dos testes de repeléncia com flebotomineos esta no estabelecimento de
uma metodologia que consiga comprovar a eficacia ou a ineficiéncia de um repelente
quimicos em a exposicdo do voluntario a picada do inseto como observado em artigos
anteriores (MAROLLI, 1986; NAUCKE, 2006; NIEVES2010).

Outra dificuldade que devemos levar em consideragdo € a variagao entre as espécies
de flebotomineos, pois os diversos grupos de pesquisa trabalham com diferentes espécies,
sendo que ndo ha trabalhos de repeléncia realizados com a espécie Ny. neivai (NIEVES 2010).

Além disso, um fator limitante encontrado nesse trabalho foi a necessidade de um numero
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suficiente de insetos para os testes, o que em alguns momentos ndo era possivel, pois a
colonia apresenta altos e baixos na quantidade de insetos produzidos.

Além disso, por meio de experimentos foi observada a repeléncia dos flebotomineos
ao latex e essa é uma vertente que precisa ser melhor entendida e explorada.

Como perspectivas futuras, os esforcos deveriam ser centrados na busca de materiais
que impecam 0 acesso da picada dos insetos a pele sem repeli-los,e que ndo permitam a

volatilizacdo dos odores sob a pele protegida.

5. CONCLUSOES

Dentre as onze metodologias desenvolvidas para a realizacdo de testes de repeléncia
em flebotomineos, nenhuma mostrou-se 100% eficiente. No entanto, a luva de nitrila azul
mostrou-se a melhor op¢do comparativamente as outras, pois ndo apresentou repeléncia como
a luva de latex ou tanto acesso dos insetos como 0s outros materiais.

Podemos concluir que tanto o DEET quanto a icaridina, também néo se mostraram
eficientes como repelentes para flebotomineos. Deixando claro que essa area de repeléncia

para flebotomineos necessita mais estudos.
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