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RESUMO

O uso de repelentes é uma medida de protecédo individual que visa reduzir o contato
do homem com o vetor. Sao quimicos volateis, detectados por meio dos receptores
do sistema sensorial de fémeas de Aedes aegypti, deixando-as desorientadas e
impedindo suas picadas. O objetivo deste estudo constituiu em avaliar a atividade
repelente de oito derivados, sendo trés a base de &cido latico (RSD36, RSD38,
RSD48) e cinco a base de octenol (RSD44, RSD45, RSD46, RSD47, RSD49), seu
tempo de protecdo, comparar 0s que apresentarem repeléncia em relagcdo ao
repelente comercial 25% de DEET utilizado como controle e também junto aos
voluntéarios testados. O estudo foi realizado no Laboratério de Malaria e Dengue —
LMD, em parceria com o Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Parana - UFPR, responsavel pelo desenvolvimento, producédo e envio dos derivados
ao LMD. Os derivados foram etiqguetados com cdédigos, impossibilitando a sua
identificacdo pelo aplicador. Seis voluntarios que participaram do estudo sdo maiores
de 18 anos, de ambos os sexos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE. Todos os voluntarios passaram por testes de alergia tanto aos
oito derivados a base de octenol e acido latico, como o repelente comercial 25% de
DEET e nao foram observados reacfes alérgicas. Todos voluntarios antes do inicio
dos testes, higienizaram suas maos com agua e detergente neutro e secas com papel
toalha limpas e descartaveis. Iniciou-se primeiramente, um teste negativo, onde
ambas méaos nao continham nenhum produto aplicado, este teste se fez necessario
para a observacdo da atividade das fémeas. Apo0s, aplicou-se 1 g de repelente
comercial 25% de DEET na méao direita (controle), e na méo esquerda (teste), uma
diluicdo de 100 pl do derivado em 900 ul de Etanol, totalizando 1 mL. ApdOs as
aplicacbes em ambas maos (teste e controle), aguardou-se 5 minutos para
evaporacao. Duas gaiolas foram utilizadas, a gaiola (controle) e gaiola (teste), ambas
contendo 30 fémeas de A. aegypti, com idade cronoldgica de 3 a 9 dias, alimentadas
apenas com solucao de sacarose a 10%. O teste iniciou com a insercao da mao direita
dentro da gaiola (controle), por trés minutos, em seguida o0 mesmo procedimento foi
realizado com a méo esquerda (tratamento). Havendo intervalo de uma hora entre
cada uma das avaliacbes, onde foi observou-se a atividade repelente dos derivados

minutos, o tempo de protecao dos derivados comparado com o repelente comercial
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25% de DEET, o percentual de protecdo conferido em cada um dos voluntarios e as
diferencas de tempo entre os voluntarios. Durante a avaliacdo observou-se o
comportamento hematéfago das fémeas e/ou a tentativa de picar a mdo ou 0 pouso
da fémea por até 05 segundos. Quando isto ocorria o0 teste era interrompido
imediatamente, sendo considerado falha de repeléncia, caso contrério, as avaliagcdes
seguia por trés minutos e no final considera com atividade repelente. Dos oito
derivados avaliados durante os testes, dois derivados a base de &cido latico,
demonstrou atividade de repeléncia. Sendo que o derivado RSD38 obteve uma
protecdo maxima de 560 minutos e seu controle com 630 minutos. J& 0 RSD48,
constatou-se 318 minutos de protecdo maxima e seu controle com 478 minutos.
Apesar do tempo dos controles do RSD38 e RSD48, apresentarem um maior tempo
de protecdo em relagdo aos RSD38 e RSD48, quando aplicada as analises
estatisticas, diferencas significativas nao foram observadas entre os mesmos. Com
iSso, esta nova estratégia podera complementar as medidas de controle existentes
contra o vetor, resultando no futuro, em um produto capaz de contribuir na reducéo do
numero de picadas de fémeas de A. aegypti e consequentemente nos casos de

doencas arbovirais.



ABSTRACT

The use of repellents is an individual protective measure aimed at reducing human
contact with the vector. These are volatile chemicals detected by the sensory receptors
of female Aedes aegypti mosquitoes, which leave them disoriented and prevent their
bites. The objective of this study was to evaluate the repellent activity of eight
derivatives: three based on lactic acid (RSD36, RSD38, RSD48) and five based on
octenol (RSD44, RSD45, RSD46, RSD47, RSD49). The study assessed their duration
of protection, compared those showing repellency with a commercial 25% DEET
repellent used as a control, and also evaluated them with human volunteers. The study
was conducted at the Malaria and Dengue Laboratory (LMD) in partnership with the
Department of Chemistry at the Federal University of Parana (UFPR), responsible for
developing, producing, and sending the derivatives to LMD. The derivatives were
labeled with codes to prevent identification by the applicator. Six volunteers over 18
years old, of both sexes, participated and signed an Informed Consent Form. All
volunteers underwent allergy tests for the eight octenol and lactic acid derivatives, as
well as the commercial 25% DEET repellent, with no allergic reactions observed.
Before testing, volunteers washed their hands with neutral detergent and dried them
with clean disposable paper towels. The study began with a negative test where neither
hand had any product applied, to observe the mosquitoes' activity. Subsequently, 1 g
of commercial 25% DEET repellent was applied to the right hand (control), and 100 pl
of each derivative diluted in 900 pl of ethanol (totaling 1 mL) was applied to the left
hand (test). After both applications, a 5-minute waiting period allowed for evaporation.
Two cages were used, one labeled "control" and the other "test," each containing 30
A. aegypti females aged 3 to 9 days, fed only a 10% sucrose solution. Testing involved
inserting the right hand into the control cage for three minutes, followed by the same
procedure with the left hand in the treatment cage. There was a one-hour interval
between evaluations to assess repellent activity, duration of protection compared to
the commercial 25% DEET, percentage of protection conferred to each volunteer, and
differences in protection time among volunteers. During evaluation, observations
included the mosquitoes' feeding behavior or attempts to bite or land on the hand for

up to 5 seconds. Immediate cessation of the test occurred upon such events, deemed



repellent failure; otherwise, evaluations continued for three minutes, concluding with
repellent activity. Among the eight derivatives tested, two lactic acid-based derivatives
showed repellent activity. RSD38 provided a maximum protection of 560 minutes
compared to 630 minutes for its control. RSD48 showed 318 minutes of maximum
protection compared to 478 minutes for its control. Statistical analyses did not reveal
significant differences between the protection times of RSD38 and RSD48 and their
respective controls, despite the longer protection times of the controls. In conclusion,
this new strategy could complement existing vector control measures, potentially
leading to a product that reduces female A. aegypti mosquito bites and consequently

arboviral disease cases in the future.
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1. INTRODUCAO
1.1 Mosquito Aedes aegypti

Os mosquitos A. aegypti sdo encontrados em zonas tropicais e subtropicais,
sendo sua distribuicao limitada pela altitude e habitualmente ndo é encontrado acima
dos 1.000 metros (Eiras 2011). Entretanto, j& foi observada sua presenca a 2.200
metros acima do nivel do mar em paises como a india e a Colémbia (Lozano-Fuentes
et al. 2012; Monaghan 2012; Subedi & Taylor-Robinson 2016; Esser et al. 2019;
Narayan et al. 2021), e sua expansao geogréafica é sustentada pelas alteracbes
climaticas (Wong et al. 2016). O A. aegypti € oriundo da Africa Ocidental e foi
introduzido nas Américas durante o trafico de escravos, por meio dos navios
negreiros, sendo encontrado principalmente em areas urbanas, podendo ser

localizado também em areas peri-urbanas e rurais (Powell et al. 2018) (Figura 1).

Figura 1. Expansao do mosquito Aedes aegypti pelas zonas tropicais e subtropicais utilizando-se de
um mapa do mundo para ilustragdo. Foto: Liu-Helmersson, 2019.

O mosquito A. aegypti tem predilecéo por depositar seus ovos em lugares que
acumulem agua parada como: depdsitos de agua, recipientes e pocas provenientes
da agua de chuvas (Forattini et al. 1968; Weaver et al. 2018; Monsalve et al. 2021).
Tendo percepcao de fatores externos como: temperatura, luz do ambiente, vento e
umidade, além de fatores internos como: sexo, idade e a preferéncia alimentar pelos
odores de seus hospedeiros. Tanto os mosquitos machos e fémeas ingerem solugéo
acucarada encontrada em néctares de flores e frutas maduras. Entretanto, somente

as fémeas praticam a hematofagia, visto que necessitam do sangue para maturacao
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dos seus ovos e por esse motivo, tende a viver mais que os machos (Consoli e Oliveira

1994; Feuser 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Macho e fémea do mosquito Aedes aegypti e seu ciclo reprodutivo. Fonte: Acervo Laboratério
de Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

A espécie A. aegypti € vetor de diversas arboviroses como: dengue,
chikungunya, Zika e febre amarela urbana (Forattini et al. 1968; Stefani 2009; Eiras
2011; Finkler 2012; Louise et al. 2015). O principal motivo para essa explosédo de
casos, esta relacionado ao fenémeno El Nifio, pela interferéncia humana por meio da
extingdo de espécies, degradacdo do meio ambiente, alteracdes no clima, processos
de urbanizacéo, desmatamentos, acumulo de agua. Propiciando assim, uma alta taxa
populacional de A. aegypti a viver proximo aos humanos (Almeida et al. 2020; MS
2024).

1.2 Doencas onde 0 mosquito Aedes aegypti € o vetor
1.2.1 Dengue

A dengue por ser uma doenca infecciosa e tendo como seu vetor principal o
mosquito A. aegypti, cuja disperséo pelos trépicos representa uma ameaca a saude
global, sendo reconhecida pela Organizacdo Mundial da Salude como a patologia
tropical de rapida proliferacdo em todos os continentes (Do et al. 2014; OPAS/OMS
2021). A Organizagdo Pan Americana da Saude - OPAS e a OMS, classificou a
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dengue como uma das dez doencas que mais acomete as pessoas (OPAS/OMS
2021). Os principais sintomas da doenca sao: febre acima de 38° C, dor no corpo e
nas articulacdes, dor atras dos olhos e manchas vermelhas no corpo. Existem quatro
sorotipos da doenga: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Herrera et al. 2006;
Khetarpal e Khanna 2016). Entretanto, uma pessoa infectada por um sorotipo adquire
protecdo permanente para 0 mesmo e imunidade parcial e tempordria contra 0s outros
trés (Zara et al. 2016; Furtado et al. 2019).

No Brasil, o MS com o apoio da OPAS, incentiva pesquisas para O
desenvolvimento de novas alternativas para o controle do A. aegypti, incluindo
métodos inovadores capazes de diminuir a transmissdo da dengue pessoa a pessoa
(Zara et al. 2016). As Diretrizes Nacionais para Prevencédo e Controle da Dengue,
procede o trabalho coletivo e cooperativo das trés esferas de governo que constituem
o Sistema Unico de Satde - SUS, que tem com um dos desafios, combater os casos
da dengue no Brasil (Brasil 2009; MS 2022d). Ressaltando que a dengue grave (DG)
e a dengue com sinais de alerta (DSA) séo os tipos mais letais, ocorrendo febre alta,
hepatomegalia e insuficiéncia circulatéria e hemorragia, levando ao oObito se nao
houver pronto-atendimento médico-hospitalar (Pego et al. 2014).

Em fevereiro de 2024, a Ministra da Saude Nisia Trindade e toda sua equipe
apresentou o plano de acdo ao combate da dengue em todo o territdrio nacional
devido aos grandes numeros de casos confirmados. Além do lancamento do
campanha e implementacdo da vacinacdo contra a dengue e a mobilizacdo social
“Brasil unido contra a dengue - Combate ao mosquito nas escolas” (MS 2024). Estas
acOes, ocorrera em todo o pais pelos préximos 6 meses, até julho de 2024, e uma
forte campanha por parte do Governo Federal em todos 0os meios de comunicacoes,
redes sociais e nos sites oficiais do Governo Federal. A campanha intitulada: ‘Brasil
unido contra a dengue’, contou também com videos de artistas, personalidades do
esporte e influenciadores. Além de um Curso de Capacitacdo em Arboviroses,
oferecido pelo Conselho Nacional de Secretarias Municipais de Saude (CONASEMS)
em parceria com o MS, direcionado aos médicos e profissionais da saude no
enfrentamento deste grande desafio pelo qual o pais esta passando (MS 2024).

Segundo o Ministério da Saude, por meio do Boletim Epidemiolégico de 16 de
julho de 2024, o Brasil registrou 6.355.858 casos de dengue, sendo 2.466 6bitos em
investigacdo e 4.627 o6bitos confirmados. O principal motivo para essa explosédo de

casos, esta relacionado ao fenbmeno El Nifio, que a cada dois a sete anos, provoca
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um aumento direto da temperatura em todo o mundo e que tem uma duragdo média
de um ano (MS 2024). Além da interferéncia humana por meio da extingdo de
espécies, degradacdo do meio ambiente, alteragbes no clima, processos de
urbanizacdo, desmatamentos, acimulo de agua. Propiciando assim, uma alta taxa
populacional de A. aegypti a viver proximo aos humanos (Almeida et al. 2020; MS
2024).

1.2.2 Chikungunya

A chikungunya é uma infeccdo aguda sendo uma doenca incapacitante e
debilitante aos seres humanos, causada pelo virus Chikungunya e transmitida pela
picada das fémeas dos mosquitos A. aegypti e A. albopictus (Skuse 1894) infectados.
A doenca tem o nome de uma palavra Makonde que significa “aquilo que se curva’,
descrevendo a postura de pacientes com dores articulares crénicas (Hondrio et al.
2015; Vairo et al. 2019).

O periodo de incubacédo da doenca é de 1 a 12 dias, seguido por sintomas
semelhantes aos da dengue, com inicio abrupto de febre alta por 3-5 dias, nauseas e
vomitos, dores intensas nas articulacdes, erupcao cutanea generalizada (Vairo et al.
2019). Pacientes idosos e com comorbidades também podera desenvolver doencas
potencialmente fatais incluindo encefalite, miocardite e insuficiéncia renal ou hepatica
aguda (Khongwichit et al. 2021). Outros sintomas como disfuncéo organica e infeccao
neonatal grave também estdo presentes. O tratamento é paliativo, ndo ha tratamento
antiviral especifico e nem vacinas eficazes (MS 2022b). A taxa de letalidade é
globalmente estimada em ~1/1.000, com mortes ocorrendo principalmente em
pacientes com mais de 75 anos (Kumar et al. 2021). Outro aspecto € que a
chikungunya pode causar em curto e longo prazo, um impacto na vida das pessoas
gue vivem nas areas de ocorréncia da doenca (Higgs e Vanlandingham 2015).

Segundo o MS, até 16 de julho de 2024, ocorreram 241.924 casos de
chikungunya no Brasil, com 143 casos de 0Obitos sob investigacdo e 141 casos de
Obitos confirmados. Ja no Estado do Amazonas, foram registrados 95 casos, sem

registros de obitos.
1.2.3 Zika

Mosquitos do género Aedes spp. Sd0 0s vetores gue transportam o0 agente

etioldgico do virus da Zika. Oriundos da Africa e da Asia, o surgimento do virus Zika
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ocorreu pela primeira vez no Brasil em 2015. Com uma répida disseminacéo pelas
Américas (Vasconcelos 2015; Plourde e Bloch 2016; MS 2022c). Os sintomas mais
frequentes da doenca sdo: conjuntivite, ganglios linfaticos aumentados e uma
sindrome semelhante a gripe com dor de cabeca e mialgia (Sharma et al. 2020). A
apresentacao clinica das infec¢gfes sintomaticas pelo Zika virus sdo semelhantes as
da dengue e Chikungunya, incluindo cefaleia, artralgia, dor retro orbitaria, conjuntivite
e erupcédo cutanea e invasao cerebral fetal e infeccao de células corticais progenitores
cerebrais, levando a microcefalia (Bueno et al. 2017). A Zika também € capaz de
infectar células-tronco neurais adultas, os efeitos a longo prazo sobre plasticidade
neural, aprendizado e memaria podem ser esperados (Yun e Lee 2017).
Comrelacéo aos dados de Zika, o MS divulgou nova atualiza¢ao até 16 de julho
de 2024, constatando 8.466 casos, ndo havendo nenhum 0Obito em investigacao e/ou
Obitos confirmados no Brasil. No Estado do Amazonas, houve 58 casos e nenhum

Obito de qualquer natureza, até o presente momento.
1.2.4 Febre Amarela

O aumento do numero de casos de febre amarela silvestre, a alta densidade
de infestacao por A. aegypti e a baixa cobertura vacinal sdo fatores que favorecem o
risco da reurbanizacdo da doenca no Brasil (Vasconcelos 2003; Siqueira et al. 2021).
No ano de 2017, foi constatado uma incidéncia de 4,85 casos por 100.000 habitantes
de febre amarela silvestre no estado do Espirito Santo, doenca com 29,7% de
letalidade (MS 2022f).

A febre amarela se apresenta em dois ciclos basicos:

o Ciclo urbano: Neste ciclo, a transmisséo pelo A. aegypti e A. albopictus é feita
diretamente ao homem sem necessitar da presenca de hospedeiros, ou melhor, o
préprio homem infectado, e em fase virémica atua como disseminador do virus na
populacédo. Assim, o ciclo se perpetua, até que se esgotem 0s suscetiveis ou se realize
vacinacdo em massa da populacéo para bloquear a transmissao (Vasconcelos 2003;
Tauil 2010).

° Ciclo silvestre: O ciclo silvestre varia de acordo com a localidade. Na Africa

diversas espécies do género Aedes sao transmissoras como: o0 A. africanus, A. furcifer
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e A. simpsoni. Enquanto que nas Américas, as espécies Haemagogus janthinomys,
Haemagogus albomaculatus, Haemagogus leucocelaenus e Sabethes chloropterus,
s&o os principais transmissores. Uma vez infectados, 0s mosquitos permanecem por
toda vida com o virus, ao contrario dos primatas ndo humanos, envolvidos no ciclo
silvestre que, como os homens, ao se infectarem morrem ou curam-se, ficando imunes

para sempre. (Vasconcelos 2003; Tauil 2010).

De acordo com a Agéncia Brasil EBC, 4 casos notificados, um em Roraima, um
no Amazonas e dois em Sao Paulo, ocasionando em trés 6bitos e um curado. O que
sinaliza a circulagéo ativa do virus da Febre Amarela nas regides Norte e Sudeste,
destacando a importancia da vigilancia reforcada durante todo o ano. A doenca pode
ser facilmente evitavel através da vacinagcdo em massa da populacdo, a qual
disponivel pelo SUS, para todas as faixas etarias. Porém, a vacinagéo no Brasil, esta
abaixo do recomendado.

1.3 Vacinas contra dengue

A dengue € um alerta constante para 0 governo e as vacinas Sao uma arma
poderosa no seu combate como a vacina Qdenga® do Laboratério Takeda Pharma
Ltda. Sendo eficaz contra os quatro sorotipos da dengue e tem foco nas criancas
acima de quatro anos, adolescentes e adultos até 60 anos, obedecendo um intervalo
de trés meses entre as doses para uma melhor protecédo (ANVISA 2023). Atualmente,
a vacina Qdenga®, ja esta sendo ministrada pelo PNI, devido ao aumento de casos

da dengue (Figura 3).
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Figura 3. Vacina Qdenga®. Fonte: Vaxcorpindo, 2023.
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Com a compra da vacina Qdenga® por parte do MS, o Brasil emerge como um
destaque no cenario mundial, sendo um dos primeiros a oferecer gratuitamente o
imunizante. Todavia, ainda ndo sera utilizada em todas as cidades e Estados do Brasil,
devido a uma capacidade reduzida no fornecimento de doses por parte do fornecedor.
Desse modo, a vacinagéo seré focada em publico e regides prioritarias (Brasil 2023).
Além da Qdenga®, outra vacina aprovada pela ANVISA é a Dengvaxia®, produzida
pela empresa Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, registrada através da Resolucgéo -
RDC n° 55, de 16 de dezembro de 2010.

A vacina Dengvaxia®, foi aprovada e demonstrando eficacia contra sorotipos
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 e foi avaliada em pessoas de 9 a 45 anos.
Entretanto, ndo ha comprovacdes de sua eficacia em idades abaixo de 9 e acima dos
45 anos (ANVISA 2022). A eficacia da vacina, é em torno de 80% na reducdo de
internacbes e casos graves em areas de risco no decorrer dos seis anos de

acompanhamento (Guy et al. 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Vacina Dengvaxia®. Fonte: Medicamentosplm, 2023.

O Instituto Butantan publicou na revista cientifica Human Vaccines &
Immunotherapeutics e em um artigo cientifico na The Lancet Infectious Diseases, 0
desenvolvimento e testes da vacina Butantan-DV®, que demostrou eficacia de 80%
para evitar a doenca. Sendo resultado de um trabalho de mais de uma década,
juntamente com a parceria de empresas e laboratoérios internacionais e que impactara
na salde publica brasileira (BUTANTAN 2023). A vacina Butantan-DV®, teve sua
eficacia avaliada separadamente, de acordo com a exposi¢cdo prévia ao virus da
dengue em individuos que ja foram expostos, e a protecdo foi de 89,2% e os que

nunca tiveram dengue foi de 73,5%. A vacina Butantan-DV® é tetravalente, ou seja,
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desenvolvida para proteger contra os sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-
4) da dengue. O Instituto Butantan também informa, que vem sendo produzida
paralelamente um imunizante contra a Chikungunya (em finalizacdo de testes). De
acordo com o Programa Nacional de Imunizagbes (PNI), caso seja liberada a
Butantan-DV®, terd sua distribuicdo gratuita (Kallas et al. 2020; BUTANTAN 2022)
(Figura 5).
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Figura 5. Vacina Butantan-DV. Fonte: Revista Pesquisa Fapesp, 2023.

A OPAS, relatou que cerca de 500 milhdes de pessoas nas Américas correm o
risco de contrair dengue. Os casos dispararam nos ultimos 40 anos, nos anos 80 eram
1,5 milhdes de pessoas infectadas e nos anos 2019, segundo a OPAS, mais de 16,2
milhdes. Sendo que 400 milhdes de individuos contraem a dengue todos os anos
(Kallas et al. 2020; BUTANTAN 2022).

1.4 Métodos de Controle contra o mosquito Aedes aegypti

Os principais métodos de controle utilizados contra o mosquito A. aegypti sao:

o Controle mecanico: busca eliminar ou modificar os criadouros, seja com
campanhas publicitarias visando a conscientizacdo das pessoas, reduzindo assim o
contato do mosquito com o homem. Além disso, o cuidado com reservatorios de agua
e recipientes que possam acumular agua (Valle et al. 2015; Zara et al. 2016; Terra et
al. 2017; Santos et al. 2017; Costa 2018; Apergis 2021). O controle mecanico
basicamente é definido em praticas que possam evitar criadouros do A. aegypti nas
residéncias, realizado pelo residente, sob a orientacdo do Agente de Combate a
Endemias - ACE ou do Agente Comunitario de Saude - ACS (Brasil 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Possiveis criadores de larvas do mosquito Aedes aegypti. Fonte: Acervo Laboratério de
Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

o Controle bioldgico: consiste na utilizacdo de macro e micro-organismos como:
inimigos naturais capazes de predar larvas e pupas, impedindo que atinjam a fase
adulta. Patégenos portadores de toxinas, como bactérias, fungos e parasitas utilizados
no controle da populacdo de mosquitos. Um dos mais conhecidos, € o Bacillus
thuringiensis israelenses (Bti), com alta eficiéncia como larvicida sobre larvas de
diversos tipos de mosquitos, além de nao ser tdxico para seres vivos e possuir baixo
impacto ambiental (Valle et al. 2015; Zara et al. 2016; Terra et al. 2017; Santos et al.
2017; Costa 2018; Silva et al. 2019) (Figura 7).
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Figura 7. Controles bioldgicos: Fungo do Género Metarhizium (A). Fonte: Ministério da Saude, 2023;
Bacillus thuringiensis israelenses — Bti (B). Fonte: Liu H. 2023; Larvicida a base de Espinosade (C).
Fonte: Jasb, 2023; Larva do género Toxorhynchites (D). Fonte: César Favacho, 2023; Peixe do género
Gambusia (E). Fonte: Paddy Ryan, 2023.
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o Controle quimico: consiste no uso de produtos quimicos que possam ser
neurotoxicos, utilizados em larvas e adultos. Porém, usados com cautela, podendo
ocorrer impactos ambientais, aos seres vivos e organismos aquaticos nao alvos
estabelecidos nos criadouros (Valle et al. 2015; Zara et al. 2016; Terra et al. 2017,
Santos et al. 2017; Costa 2018; Silva et al. 2019). A aplicacdo de inseticida pelo
meétodo Ultra Baixo Volume (UBV), sendo um controle quimico contra o0 mosquito A.
aegypti, recomendado pelo MS somente em casos de surtos ou epidemias. Essa acéo
e seu uso deve ser em conjunto com as demais agdes de controle e se o controle
preventivo ndo atender as expectativas e ser insuficiente. Sendo utilizado quando
houver necessidade de bloqueio da circulacdo de fémeas adultas em areas
epidémicas, para evitar a circulagdo do virus e novos casos da doenga (MS 2024). A
aplicagcédo espacial pelo método UBV, popularmente chamado fumacé, utiliza-se de
inseticida com combinacdo de duas moléculas (Praletrina + Imidacloprida) e
solventes. Por ser uma técnica de aplicacédo a UBV a frio, ndo ha a formacéo de nuvem
de fumaca, devido ao fato de ndo haver a queima de 6leo mineral no momento da
aplicacdo. O modo de acao do produto causa uma excitacdo no sistema nervoso dos
mosquitos apds o contato do inseticida e, posteriormente, a morte deles (MS 2024).
Todos os inseticidas adquiridos pelo MS (adulticidas e larvicidas) sao indicados pela
OMS e aprovados pela ANVISA, sendo fundamental o uso consciente e seguro dos
inseticidas nas atividades de controle vetorial, tendo em vista que 0 seu uso
indiscriminado gera impactos ambientais, além da possibilidade de desenvolvimento

da resisténcia dos vetores aos produtos (Figura 8).
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Figura 8. Aplicacdo espacial de Inseticida pelo método UBV. Foto: Agéncia Brasil, 2024.
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1.5 Repelentes

Os repelentes sdo produtos quimicos volateis que ao serem detectados por
meio dos receptores presentes no sistema sensorial das fémeas de A. aegypti, voem
em direcao oposta, reduzindo o contato homem-vetor e consequentemente impedindo
suas picadas (Diaz 2016; Portilla Pulido et al. 2022). Os insetos hematdfagos em
contato com o repelente, ndo conseguem seguir as pistas quimicas exaladas pelos

hospedeiros (Malavige et al. 2004; Dolan e Panella 2011) (Figura 9).

Figura 9. Substancias atrativas utilizadas pelas fémeas de Aedes aegypti para localizar o hospedeiro
e praticar a hematofagia como: Acido latico (A); Dioxido de carbono (B); Octenol (C); Aménia (D). Fonte:
Google, 2023.

De acordo com Andrade (2008), os repelentes tendem a estimular ou inibir as
funcdes neurologicas dos mosquitos, podendo afetar os seus mecanismos de agao

de cinco maneiras:

1. Inibicdo neural seletiva: inibi a resposta de neurénios relacionados a

atracdo, este mecanismo nao tem a funcao de repelir e sim, evitar a picada;

2. Estimulo dose-dependente, efeito saturacio/reverso: E quando um
estimulo neurolégico fraco, que resulta em atracdo, pode ser mudado para produzir

uma repeléncia pelo estimulo neuroldgico forte;

3. Estimulo de neurénios inibitérios: o repelente ativa um sistema receptor

gue inibe o comportamento da picada, levando o mosquito a se afastar do hospedeiro;
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4. Noticepcdo direta: ativacdo de receptores de dor. Esses receptores
estimulados pelos repelentes registram a presenca de substancias prejudiciais e

levam o inseto a se afastar;

5. Ativacdo Simultanea de Varios Sistemas Neurolégicos: Os repelentes
estimulam simultaneamente varios receptores associados a comportamentos, e 0
estimulo de atracdo ndo pode ser claramente detectado e diferenciado dos outros

estimulos sensoriais ativados.
1.6 Repelentes e seu potencial econémico

Mosquitos como o A. aegypti, sdo uma grande preocupacao global pelo fato de
serem 0s principais vetores transportadores de diversos agentes etimologicos
causadores de doencas como: a dengue, chikungunya, Zika e febre amarela urbana
(Fradin e Day 2002; Ribas e Carrefio 2010). O desenvolvimento de novos repelentes
cada vez mais eficazes, com baixo efeito colateral e menor impacto ambiental, podem
contribuir para reduzir ou prevenir picadas de mosquitos hematéfagos (Brown e
Hebert 1997; Fradin e Day 2002; Rodriguez et al. 2015; Tavares et al. 2018; Mapossa
et al. 2021).

Durante a realizacdo de atividade fisica, o organismo humano produz
guantidades expressivas de &cido latico, que por muitas vezes é produzido mais
rapido do que é eliminado, o que ocasiona muito cansaco e dores musculares
(ABCMED 2016; Venkatesh e Sem 2017). O &cido latico € uma molécula natural,
produzida pelo proprio hospedeiro, atuando como atraente (Cairomoénios: que sao
semioquimicos envolvidos nas interacdes interespecificas dos insetos, que
beneficiam o receptor em detrimento do emissor) para 0s mosquitos A. aegypti

encontrar sua fonte sanguinea.

Recentemente, um grupo de pesquisadores evidenciou a possibilidade de
produzir repelentes a partir de substancias atraentes ja utilizadas pelas fémeas de A.
aegypti. O grupo sintetizou varios derivados a base de octenol e acido latico com
possivel atividade repelente. O grupo faz parte do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Parana (UFPR), coordenado pelo Dr. Francisco de Assis
Marques, onde além dos derivados, também desenvolvem diversos outros métodos

de controle, envolvendo diversas areas de atuagao.



30

Os derivados de octenol e o acido latico avaliados neste estudo foram
sintetizados a partir de uma molécula natural ja produzida pelo préprio corpo humano
e utilizada pelas fémeas dos mosquitos A. aegypti como uma substancia atraente e
utilizada para a localizagédo dos seus hospedeiros, praticando assim, a hematofagia
(Andrade 2008; Annies et al. 2012). Portanto, repelentes a base de substancias
atraentes, far& com que as fémeas selecionem com uma maior dificuldade o
desenvolvimento de mecanismos que reduzam a sua eficiéncia (Peterson e Coats
2001; Fradin e Day 2002; Maia et al. 2022).

Os derivados a base de octenol e acido latico avaliados neste estudo, quando
aplicado na pele, tende a bloquear temporariamente 0s receptores sensoriais
presentes nas antenas e palpos maxilares das fémeas de A. aegypti. Impedindo que
as mesmas usem sinais quimicos exalados pelos hospedeiros, como as substancias
atraentes para sua localizacdo e assim, impedindo-as de realizar a hematofagia
(Annies et al. 2012). Inumeras marcas de repelentes em forma de lo¢éo, gel e sprays,
estdo a venda para protecado dos seres humanos (Dolan e Panella 2011; Lupi et al.
2013; Tavares et al. 2018; Melo et al. 2019). A maioria logo que séo aplicados na pele
ou na roupa, produzem uma camada de vapor que cria uma superficie desagradavel
ou ofensiva para os mosquitos e quando perde totalmente a eficacia, as picadas

ocorrem normalmente (Harbach et al. 1990; Tavares et al. 2018).

Pesquisas com repelentes de mosquitos tém aumentado frequentemente
devido a alta demanda por protecdo contra doencas transmitidas por picadas de
dipteros hematéfagos (Mapossa et al. 2021). Além disso, existe um potencial
econdmico através das industrias que ird fabricar repelentes, tais como: geracao de
empregos, arrecadacao de impostos e a diminui¢do dos gastos por parte do Ministério

da Saude (MS) com tratamentos e medicamentos paliativos.

O uso de repelentes em conjunto com outros métodos de controle, contribui
para a diminuicdo de risco de transmissdo de diversos arbovirus do vetor para as
pessoas (Malavige et al. 2004; Henrique e Paiva 2013; Anuar e Yusof 2016). Os
repelentes exibem algum grau de volatilidade, e o ponto de ebulicdo das substancias
com acéo repelente fica entre 230°C e 260°C (Malavige et al. 2004; Dolan e Panella
2011).
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Os repelentes provenientes de fontes naturais comercializados costumam
conter uma mistura de 6leos obtidos da citronela (Cymbopogon nardus), eucalipto
(Eucalyptus maculata), geranio (Pelargonium reniforme), capim limdo (Cymbopogon
citratus), dentre outros (Ribas e Carrefio 2010; Annies et al. 2012). Apesar dos
repelentes naturais terem efeito pouco duradouro em relacdo aos sintéticos, sua
toxicidade costuma ser mais baixa, o que justifica os esforcos no sentido de buscar

compostos com atividade de repeléncia, em extratos vegetais (Choochote et al. 2007).

Os estudos com repelentes obtidos sinteticamente foram iniciados no periodo
da Segunda Guerra Mundial e véarios compostos foram testados. Até 1942, os
compostos DDT (dicloro difenil tricloroetano), DMP (ftalato de dimetila) e Rutgers 612
(2-etil1,3-hexanodiol), foram autorizados para uso do exército americano, e conferiram
protecédo, ou seja, repeléncia de até duas horas (Bernier e Tsikolia 2011). Porém, seu
uso foi proibido mais tarde, devido as observacgdes de toxicidade, principalmente no
caso do DDT (Brown e Hebert 1997; Islam et al. 2017).

Em 1946, iniciou-se a utilizacdo do N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET),
considerado padrao de referéncia até os dias de hoje (Schreck e McGovern 1989;
Fradin e Day 2002; Andrade 2008; Rodriguez et al. 2015).

1.6.1 DEET

Os piretréides séo inseticidas quimicos primarios mais usados e o DEET (N, N-
dietil-3-metilbenzamida), sendo este o repelente mais utilizado na prevencao contra
diversos tipos de mosquitos e insetos (Rodriguez et al. 2015; Maia et al. 2022). O que
ocasionou 0 aumento da resisténcia pelos mosquitos e insetos em geral, além de
efeitos colaterais na saide humana e no meio ambiente (Brown e Hebert 1997; Fradin
e Day 2002; Harris et al. 2010; Rodriguez et al. 2015; Maia et al. 2022). O DEET atua
como um estimulo sensorial e pode ser detectado pelos neurénios do receptor olfativo
presente nas antenas de diferentes espécies, sendo eficiente em varios insetos
(Martini 2013; Pingxi et al. 2014). Sua maior vantagem é o baixo custo e efeito
duradouro que, em uma concentracao de 20-30% do composto, pode durar mais de
seis horas. Entretanto, quando comparado aos repelentes disponiveis atualmente no
mercado e aos naturais em desenvolvimento, sua toxicidade é a mais alta (Rodriguez
et al. 2015; Portilla Pulido et al. 2022).
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O DEET pode causar danos em fibras sintéticas das roupas, plasticos e
acrilicos e algumas formas de alergias cutaneas (Goodyer e Behrens 1998; Mcgready
et al. 2001; Harris et al. 2010; Tavares et al. 2018; Portilla Pulido et al. 2022). H4 uma
urgéncia em desenvolver repelentes que ndo tenham efeitos colaterais sobre criancgas,
gravidas e lactantes ou que agridam o meio ambiente. E repelentes a base de
produtos naturais vém ganhando destaque e forca devido: a baixa toxicidade, a taxas
de biodegradacéo rapida e com menores efeitos colaterais (Gideon et al. 2003; Portilla
Pulido et al. 2022).

1.6.2 Icaridina

A Icaridina também conhecida como Picaridina (Hydroxyethyl isobutyl
piperidine carboxylate), tem seu principio ativo derivado da pimenta. E um repelente
de uso amplo e eficaz contra mosquitos, moscas, carrapatos, etc. (Dolan e Panella
2011). Por evaporar de forma mais lenta na pele, oferece tempo de repeléncia maior
gue o DEET. A concentracdo minima para a acéo de repeléncia comecaem 5% e, em
uma concentracio de 20%, oferece uma protecéo de até 10 h. E um repelente sem
odor, ndo oleoso, ndo causa danos em plasticos e acrilicos e a utilizacdo em criancas
menores de seis meses é permitida. Apesar disso, pode danificar alguns materiais e
roupas de couro animal (Paumgartten e Delgado 2016; Tavares et al. 2018). A
Icaridina possui dois estereocentros e € comercializada como mistura de

estereoisébmeros (Isenmann 2021).
1.6.3 IR3535

Disponivel desde 1980, o IR3535 (Ethyl butyl acetyl amino propionate) tem
estrutura quimica baseada em uma substancia natural (B-alanina), sendo efetivo
contra mosquitos, moscas, carrapatos, piolhos, vespas e abelhas (Dolan e Panella
2011). Utilizado em uma concentracdo acima de 10%, seu mecanismo de acéo
consiste em formar uma barreira de vapor que previne o contato de insetos com a pele
devido ao odor ofensivo que a substancia apresenta aos mesmos, apesar de nao
apresentar cheiro aos seres humanos. Apresenta baixa efetividade quando
comparado ao DEET, porém, possui baixa toxidade e pode ser utilizado por criancas
e gestantes (Stefani 2009; Tavares et al. 2018). As principais substancias aprovadas
e utilizadas na fabricacdo de repelentes na atualidade e seus receptivos tempo de

protecéo, podem ser observados abaixo (Figura 10).



33

CARACTERISTICAS DOS REPELENTES AVALIADOS E
TEMPO DE PROTECAO COMPLETA (ESTIMADO E MEDIANA VERIFICADA)

Prin.cipio Conconiraghie Sk Te.mpo Tempo de protecio completa
ativo estimado (mediana)

7,125 Repelente 1 Até 2 horas 30 minutos

95 Repelente 2 Até 6 horas 30 minutos

1 Repelente 3 Até 5 horas 90 minutos

Repelente 4 Até 10 horas 60 minutos

Repelente 5 Até 10 horas 60 minutos

Repelente 6 Até 4 horas 60 minutos

IR3535

Repelente 7 Até 4 horas 30 minutos

Icaridina Repelente 8 Até 5 horas 120 minutos

Infogréfico elaborodo em 14/05/19

Figura 10. Principais principios ativos utilizados na fabricacdo de repelentes comerciais, suas
concentracdes e seus respectivos tempos de protecdo. Fonte: Universidade Federal de Sergipe, 2019.

1.7 Substancias atrativas para mosquitos hematofagos
1.7.1 Octenol

O 1-octen-3-ol, demonstrou ser uma substancia atrativa para diversos
mosquitos hematofagos, desde que foi observado por meio do hélito dos bois em
meados dos anos 80. Armadilhas contendo 1-octen-3-ol atrairam mais fémeas de
mosquitos Anopheles gambiae e A. aegypti e ndo foram eficazes em atrair o mosquito
domeéstico Culex quinquefasciatus. Observou-se que o 1l-octen-3-ol € detectado por
receptores odoriferos especificos nos palpos maxilares e antenas do C.
guinquefasciatus. Sugerindo que o 1l1-octen-3-ol pode atuar como um possivel
repelente para o mosquito C. quinquefasciatus, com base em testes comportamentais

em ambientes controlados (Xu et al. 2015).

Para investigar sua possivel atividade repelente, através de um receptor,
CquiOR118b, altamente sensivel ao (R)-1-octen-3-ol nos palpos maxilares, enquanto
outro receptor, CquiOR114b, expresso nas antenas, mostrou preferéncia pelo (S)-1-

octen-3-ol. Testes de repeléncia indicaram que tanto os isbmeros puros quanto a
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mistura racémica de (R)- e (S)-1-octen-3-o0l séo repelentes eficazes na concentracao
de 1% (Xu et al. 2015).

1.7.2 Acido Latico

O &cido latico (L-LA), é uma substancia atraente utilizada pelas fémeas de
mosquitos hematdfagos para localizar o seu hospedeiro e realizar a hematofagia
(Malavige et al. 2004; Dolan e Panella 2011). O L-LA pode atuar como repelente para
fémeas de mosquitos hematéfagos como um novo método experimental aos
repelentes atuais (Shirai et al. 2001; Di Lorenzo 2019; Mapossa et al. 2021). Testes
com fémeas atraidas pelas maos e antebracos de humanos, quando tratados com as
maiores concentracdes de L-LA, evidenciou que as fémeas pousaram menos na pele

humana com L-LA, do que na pele controle com apenas agua.

Resultados idénticos também foram observados, apos tratamento com L-LA e
agua emroedores, onde concentragdes maiores de L-LA, demonstrou repeléncia pelo
L-LA. Ao contrario de resultados anteriores que sugeriam que o L-LA somente atraia
fémeas de mosquitos, estudos em pele humana e roedores, evidenciaram que o L-LA
apresenta atividade de repeléncia relativa (Shirai et al. 2001; Di Lorenzo 2019;
Mapossa et al. 2021). Outro estudo envolvendo &cido latico, utilizou-se de um
polimero petroquimico contendo acido latico (P-LA), totalmente biodegradavel,
impregnado com DEET e também com IR3535 para potencializar o efeito repelente e
protecdo. Além de ser um material alternativo sustentavel, ecolégico e com
decomposicdo mais rapida quando comparada aos produtos convencionais (Di
Lorenzo 2019; Mapossa et al. 2021).
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

e Avaliar a atividade de repeléncia de derivados a base de octenol e acido
latico em fémeas de Aedes aegypti.

2.2 Especificos

e Identificar os derivados a base de octenol e acido latico que apresentarem
atividade de repeléncia em fémeas de Aedes aegypti;

e Comparar os derivados com atividade repelente com repelente comercial

utilizado como controle;

e Mensurar o tempo de protecéo conferida pelos derivados que apresentaram

atividade de repeléncia junto aos voluntarios;

e Comparar o percentual de protecao dos derivados com atividade repelente
entre os voluntarios.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Comité de Etica em Pesquisa

A pesquisa utilizou-se de metodologia em concordancia com a Resolugéo n°.
466 de 12/12/12, do CNS/MS. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa — CEP do INPA sob o parecer n®° 5372.074 e CAAE n°
57044622.9.0000.0006 em 27/04/22.

3.2 Criacao do mosquito Aedes aegypti em laboratdrio.

A criacdo e manutencdo dos mosquitos € realizada conforme o Procedimento
Operacional Padrao (POP) do LMD/INPA, sob condi¢cdes controladas de temperatura
(26 — 28°C), umidade (70 a 80%) e fotoperiodo (12 L:12 D) (Figura 11).

Figura 11. Gaiola do insetario do Laboratorio de Malaria e Dengue contendo mosquitos Aedes aegypti.
Fonte: Acervo do Laboratério de Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

Os ovos foram obtidos do insentario do LMD e colocados em recipientes
plasticos retangulares contendo 300 mL de &gua filtrada (Figura 12).
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Figura 12. Tira de papel de filtro contendo ovos de Aedes aegypti inseridas em bacia contendo agua.
Fonte: Acervo do Laboratério de Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

Apoés a eclosdo em larvas L1, receberam diariamente uma mistura de racao
para roedores (Teklab® global) e para gatos (Whiskas®), na proporcéo de 1:1, que
foram trituradas até formar um po fino. Para administrar o alimento das larvas, utilizou-
se um copo descartavel para fazer o enxague da racdo, retirando o excesso da
gordura e colocada nas bacias com o auxilio de uma pipeta descartavel. Apos isso,
foram distribuidas em recipientes menores, identificadas pela data de ecloséo e em
guantidade maxima de 200 larvas por recipiente para evitar o canibalismo. Os
recipientes com larvas, passaram por limpeza diaria, retirando as exuvias e a sujeira
presente, e posteriormente completando com agua filtrada e novamente alimentadas
com racdo. Caso houvesse necessidade, devido a evaporacdo da agua dos
recipientes de criacdo, a agua era reposta.

Quando observado a presenca de pupas nos recipientes, elas foram retiradas
com auxilio de pipeta plastica descartavel, quantificadas e colocadas em copos
descartaveis de 100 ml, sendo no maximo 200 pupas por copo e colocados em gaiolas
de manutencdo de adultos. As gaiolas utilizadas para criacdo de A. aegypti, sédo
cilindricas, de papeldo de 18 cm de diametro X 17 cm de altura, sdo higienizadas
previamente com agua e detergente neutro sempre que utilizadas, a parte inferior
interna das mesmas é revestida com papel filtro, antes de receber os copos (100 mL)

contendo as pupas. Todas as gaiolas recebem etiquetas de identificagdo, constando
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data de emergéncia dos mosquitos. Os adultos (machos e fémeas) recém emergidos,
foram alimentados com uma solugdo sacarose (10%), utilizando um Erlenmeyer
contendo a solugdo e um “pavio” confeccionado de algodao e gazes. Vale ressaltar,
gue todas as fémeas usadas nos testes, nao receberam repasto sanguineo, apenas
solucdo de sacarose (10%), e todos os utensilios utilizados na criagdo lavados com
agua e detergente neutro.

No dia anterior ao teste, a alimentacdo das fémeas de A. aegypti foi suspensa
e no dia do teste, 480 fémeas foram separadas e colocadas em copos parafinados,
contendo 30 fémeas em cada um deles, totalizando 16 copos. Duas gaiolas
confeccionadas para os testes, uma a gaiola controle e a outra gaiola teste, ambas

contendo 30 fémeas, com idade cronolégica de 3 a 9 dias (Figura 13).

Obtencao das fémeas de Aedes aegypti

= Preparo do alimento.
Eclos3o. :
Alimentag3o das larvas. Separacdo das larvas.

Gaiolas de mosquitos adultos. Separagao das pupas.
‘ Sacarose 10%. Limpeza das bacias.

Figura 13. Esquema do passo a passo de uma criagdo de mosquitos Aedes aegypti em condicdes
controladas em laboratério. Fonte: Acervo do Laboratorio de Maléria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

3.3 Avaliacéo de derivados a base de octenol e acido latico

Todos os derivados a base de octenol e &cido latico sédo codificados e
identificados como: RSD36, RSD38, RSD44, RSD45, RSD46, RSD47, RSD48 e
RSD49, sendo desenvolvidos e fornecidos pelo Dr. Francisco de Assis do
Departamento de Quimica da UFPR que em parceria com o Laboratério de Maléria e
Dengue — LMD do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazé6nia - INPA, avaliou a
atividade de repeléncia dos derivados a base de octenol e acido latico em fémeas de

A. aegypti (Figura 14).
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Figura 14. Departamento de Quimica da UFPR. Fonte: UFPR, 2023. Derivados a base de octenol e
acido latico. Fonte: Acervo do Laboratério de Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

Este estudo foi realizado conforme o protocolo desenvolvido pela World Health
Organization (WHO 2009), para testes de eficacia de repelentes de mosquitos para
pele humana com algumas modificacdes e os ensaios foram realizados em sala com
condicBes controladas de temperatura (26 a 28°C) e umidade (70 a 80).

Participaram deste estudo voluntarios de ambos o0s sexos, maiores de 18 anos,
sem diferenciacdo da cor/raca que aceitarem participar do estudo, mediante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE e do Termo de

Autorizacao de Uso de Imagem (Figura 15).

Figura 15. Voluntario assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o Termo de
Autorizagdo de Uso de Imagem. Fonte: Acervo do Laboratério de Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.
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Vinte quatro horas antes das avaliagbes foi realizado um teste em cada
voluntario, seguindo as normas previstas pelas diretrizes da WHO (2009) para
detectar possiveis efeitos alérgicos aos componentes do repelente comercial (controle
do estudo) ou um dos oito derivados avaliados (RSD36, RSD38, RSD44, RSD45,
RSD46, RSD47, RSD48 e RSD49). O teste de alergia consiste em aplicacdo de uma
pequena quantidade da diluicdo dos derivados a serem avaliados, sendo aplicada na
area do antebraco esquerdo. O mesmo ocorre com o repelente comercial 25% de
DEET no antebraco direito e caso constatado uma reacdo alérgica em até 24 horas,
o voluntério é excluido do estudo. No entanto, caso ndo ocorra reacdes alérgicas, ele
estaria apto a participar dos experimentos (Figura 16).

Figura 16. Teste de alergia aos derivados de octenol e acido latico e ao repelente comercial 25% de
DEET em voluntario. Fonte: Acervo do Laboratério de Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

N&do foram incluidos neste estudo, criangcas, gestantes, ou pessoas que
possuem alergias a picadas de insetos. Também foi excluido os voluntarios que
apresentaram sintomas gripais no dia do teste. Antes da aplicacdo dos derivados a
base de octenol e &cido latico ou repelente comercial, os antebragos e méos dos
voluntarios foram lavados com detergente neutro e 4gua corrente e secos com papel
toalha para garantir que a superficie da pele esteja livre de sujeira, 6leos exdgenos,
perfumes e demais residuos. Além de usar jalecos durante toda a avaliagcdo, tendo

apenas as maos expostas (Figura 17).
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Figura 17. Voluntario fazendo a higienizagéo das méaos e uso de EPI. Fonte: Acervo do Laborat6rio de
Malaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

A diluicao dos derivados a base de octenol e acido latico foi realizada da
seguinte maneira: Os sete derivados (RSD36, RSD38, RSD44, RSD45, RSD46,
RSD47, RSD48 e RSDA49), foram diluidos com o auxilio de pipetas automaticas e
frascos de vidro ambar, onde 100 pL de cada derivado foi diluido em 900 pL de Etanol
PA, gerando assim, um volume final de 1 mL (Figura 18), que foi aplicado na méao
esquerda do voluntario cobrindo toda a area (Andrade 2008; Annies et al. 2012)
(Figura 19). O repelente comercial a base de DEET (25%), foi utilizado como controle
do estudo, utilizou-se uma colher dosadora plastica de 1 grama para sua aplicacao

por toda a area da méao direita do voluntario (Figura 20).

'
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Figura 18. Diluicao dos derivados a base de octenol e 4cido latico. Fonte: Acervo do Laboratorio de
Maléria e Dengue (LMD/INPA), 2023.
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Figura 19. Aplicacdo do derivado (teste) uniformemente na méo esquerda do voluntario com auxilio de
uma pipeta. Fonte: Acervo do Laboratorio de Maléaria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

Figura 20. Aplicacéo do repelente a base de DEET 25% (controle) em voluntério, utilizando-se de uma
colher dosadora de 1 grama e espalhado uniformemente na mao direita. Fonte: Acervo do Laboratério
de Maléria e Dengue (LMD/INPA), 2023.

As avaliacdes iniciaram-se com o teste negativo, por meio das maos direita e
esquerda (sem nenhum produto) posicionadas na distancia de 1 cm das laterais da
gaiola, sem encostar, por trés minutos, observando-se a atividade das 30 fémeas.
Caso houvesse mais de 50% de tentativas de repasto sanguineo observado pela tela
lateral, o teste seguiria normalmente. Contudo, se a atividade das fémeas fosse
inferior a 50%, elas seriam descartadas e substituidas por outras 30 fémeas. O mesmo
procedimento ocorreu com a gaiola teste e todos os dados foram anotados em uma
planilha do Excel (Figura 21).
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Figura 21. Teste de avaliacdo da atratividade das fémeas de Aedes aegypti (A) gaiola teste com a méo
esquerda e (B) gaiola controle com a mao direita. Fonte: Acervo do Laborat6rio de Malaria e Dengue
(LMD/INPA), 2023.

Apbs o teste negativo de atratividade das fémeas em ambas gaiolas (controle
e teste), o voluntario posicionou a mao direita dentro da gaiola controle até a altura do
pulso por uma entrada exclusiva para este propésito, permanecendo durante 3
minutos, caso ocorresse a tentativa de repasto ou pouso pelas fémeas na mao do
voluntario por mais de 5 segundos, a mao do voluntario seria retirada imediatamente
e o teste finalizado. Entretanto, se durante os 3 minutos de teste, ndo fosse observada
a tentativa de repasto ou pouso por mais de 5 segundos, o teste seguiria normalmente,
sendo caracterizado como repeléncia, sendo os dados tabulado em planilha do Excel
(Figura 22).

Figura 22. Avaliacdo da atividade repelente a base de DEET 25% em voluntario com a méao direita
inserida na gaiola controle. Fonte: Acervo do Laboratério de Maléria e Dengue (LMD/INPA), 2023.
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O mesmo procedimento foi realizado para a gaiola teste, ou seja, a mao

esquerda (teste) posicionada dentro da gaiola teste (Figura 23) durante 03 minutos ou

até ser observado tentativa de repasto ou pouso por mais de 05 segundos.

Figura 23. Avaliagdo da atividade repelente do derivado a base de octenol ou acido latico em voluntario
com a mao esquerda inserida na gaiola teste. Fonte: Acervo do Laboratério de Maléaria e Dengue
(LMD/INPA), 2023.

Apés a primeira avaliagdo, houve um intervalo de 60 minutos até o proximo

teste e assim sucessivamente, até que fosse constatado duas falhas consecutivas,

guando o teste foi finalizado. Este procedimento teve como objetivo, determinar o

tempo de protecéo conferido pelo repelente comercial DEET (25%) e pelos derivados

a base de octenol e acido latico (Figura 24).
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Figura 24. Esquema demonstrando o numero de réplicas e seus intervalos durante os testes.
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Ap0s cada avaliagcéo, as fémeas foram descartadas, as gaiolas higienizadas e
30 novas fémeas foram colocadas no interior das gaiolas (controle e teste),
permanecendo por cerca de 30 minutos para aclimatizacdo e assim sucessivamente
até o término dos testes (WHO 2009; Tisgratog et al. 2016; Anuar e Yusof 2016).

3.4 Andlise de Dados

Os dados foram previamente plotados em planilhas do Excel, seguido de
analise estatistica descritiva a partir da construcao de gréaficos e tabelas. Para as
analises descritivas foram calculados o percentual do tempo de repeléncia. Para isso,
foi considerado 480 minutos (8 horas) como tempo maximo de duracdo do teste.
Portanto, a transformacao dos dados em percentual ocorreu de acordo com a seguinte
formula:

Tempo de repeléncia (minutos)

%Tempo de repeléncia = 280 x 100

Para cada derivado, os dados foram testados quanto a normalidade e
homogeneidade de variancias por meio dos testes estatisticos Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente. Ao nao atender os critérios de normalidade e homogeneidade de
variancias, os dados foram submetidos ao teste de Wilcoxon para amostras pareadas
com intuito de avaliar a existéncia ou auséncia de diferencas no desempenho de
repeléncia entre o grupo teste e o grupo controle.

Todas as andlises estatisticas (descritiva e inferencial) foram realizadas
utilizando o programa R versao 4.3.3. Para todos os testes estatisticos aplicados
foram considerados resultados estatisticos significativos quando a < 0,05. Os pacotes

utilizados durante a andlise foram: ggplot2, dplyr, stat, exactRankTests e car.
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4. RESULTADOS

Os derivados a base de octenol (RSD44, RSD45, RSD46, RSD47 e RSD49) e
acido latico (RSD36, RSD38 e RSD48) e o repelente comercial 25% de DEET
(controle) foram avaliados individualmente em seis voluntarios. Observou-se que 0S
derivados a base de octenol (RSD44, RSD45, RSD46, RSD47 e RSD49), nao
apresentaram atividade repelente e, portanto, foram excluidos dos testes
subsequentes. Os derivados a base de acido latico RSD38 e RSD48 evidenciou-se
atividade repelente, enquanto no derivado a base acido latico RSD36 ndo demonstrou
atividade de repeléncia. Comparando o RSD38 e 0 RSD48, constatou-se que o melhor
desempenho foi do RSD38, com protecao acima dos 480 minutos durante avaliagdes
nos voluntarios 5 e 6. Ja o voluntario 1, onde o teste e controle apresentaram 0 mesmo
tempo de protecdo com 390 minutos. Os voluntarios 2 e 3 apresentaram tempo de
repeléncia ao derivado RSD38 similares (171 e 176 minutos) e inferior ao controle. No
entanto, no voluntario 04 verificou-se que o controle foi de 86 minutos quando
comparado ao RSD38 com 176 minutos.

O RSD38 entre os voluntarios 2, 3 e 4 alcancou em meédia 174,33 minutos de
repeléncia, o que equivale a 36%. Apenas o teste realizado no voluntario 4 apresentou
um tempo de repeléncia de 176 minutos (36,67%) maior em relacdo ao controle com
86 minutos (17,92%) (Figura 25; Tabela 1).
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Figura 25. Tempo de repeléncia obtido entre os seis voluntarios durante a avaliacdo do derivado de
acido latico RSD38. Os numeros no topo dos graficos indicam o codigo de identificagcdo do voluntério.
A linha vermelha marca 480 minutos (8 horas).
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Os resultados obtidos para o derivado RSD48 demostraram que o tempo de
repeléncia do derivado entre os voluntarios variou de 216 minutos (45%) como valor
minimo a 318 minutos (66,25%) o maximo, a maioria na faixa de 244—-266 minutos
(50,83-55,42%). O derivado RSD48 néo alcancou a protecdo de 480 minutos nos
voluntarios avaliados. O melhor resultado foi para o voluntario 4 com 318 minutos e 0
pior desempenho para o voluntario 6 com 216 minutos. Os tempos de repeléncia do
RSDA48 para os voluntarios 1 foi de 266 minutos e 2 com 263 minutos, e por fim os
voluntarios 3 com 247 minutos e 0 5 com 244 minutos, de uma forma geral, muito

similares (Figura 26; Tabela 1).
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Figura 26. Tempo de repeléncia obtido entre os seis voluntarios durante a avaliacdo do derivado de
acido latico RSD48. Os numeros no topo dos graficos indicam o codigo de identificagcdo do voluntério.
A linha vermelha marca 480 minutos (8 horas).

Ao considerar o grupo teste (derivado a base de acido latico) e o grupo controle
(o repelente comercial a base de DEET 25%), notou-se que as medidas de tendéncia
central utilizadas (média e mediana) foram menores para os dois derivados testados
(grupo teste) em relacdo aos controles (Tabela 2). Quanto a dispersdo dos dados
observadas por meio do desvio-padrdo, o grupo teste para os derivados RSD38
(188,31) e RSD48 (33,95) apresentaram menor dispersdo em relacdo aos controles
(192,54 e 96,67, respectivamente). Ao avaliar a mediana, observou-se que derivado
RSD38 (334,00) apresentou maior dispersdo, observada por meio do intervalo

interquartil (IQR), em relagc&o ao controle (186,75).
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Tabela 1. Tempo de repeléncia para os derivados de acido latico RSD38, RSD48 e controle DEET
25%.

Tempo de Repeléncia

_ . Teste Controle
Derivado Voluntario Minuto (%) Minuto (%)
1 390 (81,25) 390 (81,25)
2 176 (36,67) 328 (68,33)
3 171 (35,63) 339 (70,63)
RSD38 4 176 (36,67) 86 (17,92)
5 550 (100) 630 (100)
6 560 (100) 560 (100)
1 266 (55,42) 352 (73,33)
2 263 (54,79) 416 (86,67)
3 247 (51,46) 242 (50,42)
RSD48 4 318 (66,25) 478 (99,58)
5 244 (50,83) 244 (50,83)
6 216 (45,00) 285 (59,38)

Teste = Mdos contendo substancia derivada.
Controle = Méos contendo repelente comercial 25% de DEET.

Ao considerar o grupo teste (derivado a base de acido latico) e o grupo controle
(o repelente comercial a base de DEET 25%), notou-se que as medidas de tendéncia
central utilizadas (média e mediana) foram menores para os dois derivados testados
(grupo teste) em relacdo aos controles (Tabela 2). Quanto a dispersao dos dados
observadas por meio do desvio-padrdo, o grupo teste para os derivados RSD38
(188,31) e RSD48 (33,95) apresentaram menor dispersdo em relagcdo aos controles
(192,54 e 96,67, respectivamente). Ao avaliar a mediana, observou-se que derivado
RSD38 (334,00) apresentou maior dispersdo, observada por meio do intervalo

interquartil (IQR), em relac&o ao controle (186,75).

Tabela 2. Medidas de tendéncia central (média e mediana) obtidos a partir do tempo de repeléncia para
cada grupo de participantes.

Tempo de Repeléncia (minutos)

Derivado Grupo n Média £ DP Mediana (IQR)
RSD38 Teste 6 337,17 £ 188,31 283,00 (334,00)
Controle 6 388,83 + 192,54 364,50 (186,75)

RSD4S8 Teste 6 259,00 + 33,95 255,00 (20,50)

Controle 6

DP = Desvio-Padréo; IQR = Intervalo Interquartil.
Teste = Maos contendo substancia derivada.
Controle = Maos contendo repelente comercial 25% de DEET.

336,17 + 96,67 318,00 (145,75)
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ApOs realizar a andlise dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk, e verificou-
se que somente os dados do "grupo teste" com o derivado RSD38 nao apresentaram
uma distribuicdo normal (w = 0,789; p = 0,047). Os demais grupos do estudo, RSD 48
e os controles obtiveram um valor de p > 0,05, indicando que seus dados seguem uma

distribuicdo normal (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados sobre distribuicdo normal e ndo normal, obtidos por meio do teste de Shapiro-
Wilk.

Derivado Grupo N p-valor
Teste 6 0,047*
RSD38 Controle 6 0,732
Teste 6 0,571
RSD48 Controle 6 0,422

Teste = Mdos contendo substancia derivada.
Controle = M&os contendo repelente comercial 25% de DEET.
* Teste de Shapiro-Wilk (p < 0,05)

A avaliacdo dos dados pelo teste de Levene evidenciou que os valores de
tempo de repeléncia entre os grupos envolvidos no tratamento com o derivado RSD48
nao atendem ao pressuposto de homogeneidade de variancias (p = 0,018) (Tabela 4).
Os resultados obtidos pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene, corrobora que os dados
nao atendem ao pressuposto de normalidade e homogeneidade de variancias para
realizacdo de andlise estatistica paramétrica, portanto a estatistica inferencial dos

dados foi realizada por andlise ndo paramétrica.

Tabela 4. Comparagdo dos resultados obtidos pelo teste Shapiro-Wilk, utilizando o teste de
homogeneidade dos dados com o teste de Levene.

Derivado Grupo N p-valor
Teste 6
RSD38 Controle 6 0.657
Teste 6 .
RSD48 Controle 5 0,018

Teste = M&os contendo substancia derivada.
Controle =Mé&os contendo repelente comercial 25% de DEET.
* Teste de Levene (p < 0,05)

Embora as andlises descritivas (Tabela 2) demonstrem melhor desempenho no
tempo de repeléncia dos grupos controles, a analise estatistica inferencial, realizada

por meio do teste ndo paramétrico de Wilcoxon, revelou que ndo ha diferenca
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estatistica significativa (p > 0,05) entre os grupos. Portanto, tanto o tratamento com o
derivado RSD38 (p = 0,375) quanto o com RSD48 (p = 0,125) e seus respectivos
controles apresentam resultados estatisticamente semelhantes no tempo de

repeléncia (Tabela 5; Figura 27).

Tabela 5. Resultados do teste ndo paramétrico, utilizando-se o teste de Wilcoxon.

Derivado Grupo N p-valor
Teste 6
RSD38 Controle 6 0,375
Teste 6
RSD48 Controle 6 0,125

Teste = Maos contendo substancia derivada.
Controle = M&os contendo repelente comercial 25% de DEET.
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Figura 27. Comparacéo entre os tempos de repeléncia dos grupos controle e teste durante a avaliagao
dos derivados de acido latico RSD-38 (a esquerda) e o RSD-48 (a direita).
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5. DISCUSSAO

Nos primeiros meses do ano de 2024, houve um recorde de casos de dengue
no Brasil em comparagdo aos anos anteriores, causando grande preocupacao por
parte do Governo Federal e o MS. O fenémeno El Nifio est4 relacionado a esse
aumento de casos, pois interfere na temperatura do mundo inteiro, propiciando uma
explosdo na populacdo do mosquito A. aegypti (MS 2024). Por meio do Boletim
Epidemioldgico de 04 de julho de 2024, o Brasil registrou 6.245.967 casos de dengue,
sendo 2.641 6bitos em investigacdo e 4.396 6bitos confirmados (MS 2024). Com a
atual epidemia de dengue no Brasil, 0 uso de repelentes aumentou, principalmente
por gestantes e criancas (MS 2024). Repelentes sdo usados como uma medida
preventiva contra as picadas de fémeas de A. aegypti e a OMS recomenda seu uso e
apoia o desenvolvimento de novos repelentes, que apresenta menos efeitos colaterais
e menor toxicidade (WHO 2009; Wylie et al. 2016).

Os derivados a base de octenol (RSD44, RSD45, RSD46, RSD47 e RSD49),
guando avaliados em laboratorio, ndo demostrou atividade repelente sobre as fémeas
do mosquito A. aegypti. O que corrobora com o trabalho de Xu et al. (2015), que
utilizou octenol como isca para capturar mosquitos em busca de hospedeiro para
realizar a hematofagia. Os autores verificaram que as armadilhas com octenol
capturaram mais fémeas de Anopheles gambiae e A. aegypti do que as armadilhas
controle. Porém, as armadilhas com octenol ndo conseguiram atrair o mosquito Culex
guinquefasciatus e por meio de olfatometria, os autores demonstraram que o C.
guinquefasciatus eram repelidos quando altas concentracbes de octenol eram
utilizadas. Além disso, quando os palpos das fémeas foram removidos, os efeitos
repelentes do octenol, em altas concentracdes, permaneceram.

Xu et al. (2015) também demonstraram que além do receptor presente nos
palpos, um outro receptor presente nas antenas, evidenciou atividade de repeléncia
em altas concentracfes de octenol. Portanto, o fato do octenol demonstrar repeléncia
em C. quinquefasciatus e atratividade em An. gambiae e A. aegypti, pode justificar as
falhas observadas durante as avaliacdes dos derivados a base de octenol em A.
aegypti neste estudo. Vale ressaltar que Xu et al. (2015) quando utilizou uma
concentragdo menor que 1% nos ensaios, ndo foi evidenciada a repeléncia. No
entanto, quando foi utilizado a concentragédo de 1% a 10% observou-se resultados de

atividade repelente sobre C. quinquefasciatus. Em nossos testes, foi utilizado a
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concentragéo de 10% dos derivados a base de octenol e ndo se observou atividade
repelente das fémeas de A. aegypti avaliadas.

Em relagcédo ao &cido latico, a atratividade pode estar associada a quantidade
de suor produzida e/ou ao sexo. De uma maneira geral os homens transpiram mais
gue as mulheres, apresentando uma maior quantidade de suor em relacdo as
mulheres e isso pode variar em respostas fisiologicas e comportamentais sobre A.
aegypti em relagcdo a acidos volateis (Thurmon e Ottenstein 1952; Dekker et al. 2005;
Potter 2019; Raji et al. 2019; Ray et al. 2023). O &acido latico € encontrado
naturalmente na pele humana e esta presente no suor (Robinson e Robinson 1954;
Kuno 1956; Gordon et al. 1971; Raji et al. 2019; Ray et al. 2023). Testes com
diferentes concentracdes de acido latico, pode ocasionar diferentes fungdes entre dois
guimiorreceptores presentes nas fémeas dos mosquitos A. aegypti, podendo explicar
a atratividade, quanto a sua repeléncia (Davis e Sokolove 1976). A atracéo das fémeas
do mosquito A. aegypti pelo suor humano, foi observada nos estudos de Rudolfs
(1922) e sua atividade de repeléncia por Smart e Brown (1956). Todavia, essa
controvérsia também foi debatida por Skinner et al. (1968). Os resultados obtidos nas
avaliacdes dos derivados de acido latico, sugerem uma diferenca de atratividade entre
os voluntarios como odores e sua transpiracdo. Por meio de estudos que corrobora
Ray et al. (2023), que observou que odores como acido carboxilico, impulsionam a
atracdo de fémeas de A. aegypti, produzidos por micrébios presentes na pele humana
e provavelmente atuado nos testes com derivados a base de octenol e &cido latico,

ocasionando em tempo de protecao diferenciados entre os voluntarios.

Segundo o estudo de Brown et al. (1951), a atracdo de fémeas do mosquito A.
aegypti por meio de vapor de agua, dioxido de carbono e outros compostos volateis
foi investigada usando um olfatdmetro. Os autores observaram atratividade de até
sete vezes maior de fémeas de A. aegypti por meio de uma bola de algodédo
umedecida por meio de vapor de agua, dibxido de carbono e outros compostos
volateis do que uma bola de algodé&o seca, além de evidenciarem resultados similares
para bolas de algod&o tingidas de preto. No entanto, a atratividade foi reduzida e até
mesmo revertida em ambientes com umidades acima de 85%. A adicdo de 10% de
dioxido de carbono em uma corrente de ar seco dobrou a capacidade de atrair os
mosquitos a porta de entrada do olfatdmetro (Brown et al. 1951).

No entanto, o préprio suor demonstrou ser significativamente atraente em

concentragbes abaixo de 1%, enquanto que se mostrou significativamente repelente
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em concentrac¢des acima de 1% (Brown et al. 1951; Dekker et al. 2005; Xu et al. 2015;
Potter 2019). De acordo com avaliagées no presente estudo, cinco derivados a base
de octenol e trés a base de éacido latico foram avaliados e apenas dois dos trés
derivados a base de &cido latico (RSD38 e RSD48) avaliados demonstraram atividade
repelente contra fémeas de A. aegypti. O derivado RSD36 a base de acido latico e os
derivados RSD44, RSD45, RSD46, RSD47 e RSD49 a base de octenol néo
apresentaram atividade repelente contra fémeas do mosquito A. aegypti e foram
excluidos das etapas subsequentes do estudo.

A literatura cientifica relata que o &cido latico atrai mosquitos (Acree et al. 1968;
Smith et al. 1970; Eiras e Jepson 1994; Potter 2019; Raji et al. 2019; Ray et al. 2023).
Entretanto, o acido latico obtido de lavagens com acetona de 800 bracos humanos,
evidenciou que o0 mesmo poderia atrair ou repelir fmeas de A. aegypti, principalmente
guando adicionado CO> (Acree et al. 1968; Smith et al. 1970; Eiras e Jepson 1994;
Dekker 2005; Potter 2019; Raji et al. 2019; Ray et al. 2023). Avaliacbes em ratos e
antebracos humanos tratados com L-LA evidenciaram repeléncia quando testados com
mosquitos sem proboscide em estudo feito por Shirai et al. (2001). A concentracéao
minima de repeléncia foi calculada em 61,7 ppm, tanto em ratos como antebracos
humanos quando tratados com &acido latico e utilizado mosquitos sem probdscide
observou-se atividade de repeléncia. Com isto, o acido latico atuou como repelente
em pele tratada com L-LA a 1% (Shirai et al. 2001).

Para o derivado RSD38 e no repelente comercial a base de 25% de DEET
observou-se atividade de repeléncia em ambos durante as avaliagdes deste estudo.
Analisando os resultados obtidos para o derivado RSD38, observou-se que o teste
realizado nos voluntarios 5 e 6, excedeu o tempo de 480 minutos (8 horas),
previamente estipulado, tendo como referéncia o tempo de 10 horas indicado na
embalagem do produto utilizado como controle durante os testes. Ao comparar 0s
resultados obtidos para o derivado RSD38 entre os voluntarios, nota-se que o0
voluntario 1 obteve o terceiro maior tempo de repeléncia (390 minutos), resultado
idéntico foi obtido no controle (390 minutos). Outro fato interessante é que 0os maiores
tempos de repeléncia foram contabilizados nos voluntarios do sexo feminino (1, 5 e 6)
guando o derivado RSD38 foi avaliado, o que pode estar associado ndo somente ao
sexo, mas também a transpiracdo, uma vez que de uma maneira geral as mulheres

apresentam menor taxa de transpiragéo quando comparado aos homens (Thurmon e
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Ottenstein 1952; Robinson e Robinson 1954; Kuno 1956; Gordon et al. 1971; Dekker
2005; Potter 2019; Raji et al. 2019; Ray et al. 2023).

Davis e Sokolove (1976), observaram durante seus estudos em um par de
neurbnios quimiorreceptores presentes nas antenas das fémeas do mosquito A.
aegypti, que um deles demonstrava atividade repelente, quando havia um aumento
de 1% a 10% de acido latico. Enquanto o outro quimiorreceptor presentes nos palpos,
apresentava uma resposta negativa, exibindo uma atratividade quando exposto ao
acido latico (abaixo de 1%). A importancia do acido lactico no comportamento do
mosquito em encontrar um hospedeiro é bastante discutida (Davis e Sokolove 1976;
Dekker 2005).

Apesar do repelente comercial, utilizado como controle do estudo ter obtido um
tempo de repeléncia maior, quando comparado ao derivado RSD38, as analises
estatisticas, demonstraram n&o haver diferenca estatistica significativa (p > 0,05)
entre o tempo médio de protecédo do controle e do RSD38, evidenciando o potencial
do derivado como repelente para as fémeas de A. aegypti. O mesmo ocorreu quando
foi comparado o tempo médio de repeléncia do repelente comercial e do derivado
RSD48, evidenciando o potencial de ambos derivados para o desenvolvimento de um
futuro repelente.

Apesar do controle demonstrar um maior percentual de protecdo durante as
avaliacdes, o repelente comercial utilizado como controle, apresenta 25% de DEET
conforme descrito em sua embalagem. Enquanto que a concentracdo do derivado
utilizado durante todos os testes foi de 10%, sendo a concentracao do controle é 2,5x
maior (25% de DEET). Além disso, o repelente comercial € um produto formulado
pronto para uso, enquanto que os derivados avaliados € uma solucdo experimental
(10% de derivado + 90% Etanol PA). No entanto, os testes com os derivados a base
de &cido latico RSD-38 e RSD-48 demonstraram uma atividade de repeléncia,
evidenciando seu potencial sobre fémeas do mosquito no futuro A. aegypti.

Nos testes realizados por Shirai et al. (2001) com mosquitos fémeas com a
proboscide cortadas, impossibilitadas de picar e praticar a hematofagia em pele
humana e camundongos, com concentracdes de acido latico a 1%, os autores
observaram acdo de repeléncia. Assim, como testes executados por Dogan et al.
(1999), que avaliou o DEET em mosquitos do género Aedes spp. e Culex spp., que
se afastavam ao captar o repelente pelos seus receptores odoriferos. O DEET

utilizado como controle deste estudo, age nos quimiorreceptores presentes nas
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antenas das fémeas dos mosquitos A. aegypti, o que lhe confere a mencéao de ser um
dos melhores repelentes do mercado (Legeay et al. 2018).

Mapossa et al. (2021), investigou o potencial do poli (acido latico) (PLA) como
material alternativo sustentavel e ecoldgico para desenvolver dispositivos repelentes
de mosquitos. Fios de PLA contendo os repelentes DEET e/ou IR3535 por meio do
processo de extrusdo, onde esses repelentes também atuaram como plastificantes
para o PLA. Os resultados indicaram a liberacdo dos repelentes avaliados a 50 °C e
revelaram uma liberacéo inicial rapida seguida por uma taxa mais lenta e constante
em tempos mais longos, corroborando como mecanismo de transporte observado.
Esses resultados sao promissores para o desenvolvimento de dispositivos repelentes
de mosquitos duraveis, como pulseiras e tornozeleiras, feitos de PLA biodegradavel.
Os autores relataram que o PLA pode servir como alternativas ambientalmente
seguras aos produtos existentes a base de petrdleo, como o polietileno,
proporcionando protecdo contra picadas de mosquitos em regides endémicas de
malaria e outras doencas transmitidas por insetos.

O DEET atualmente é considerado o padréo ouro entre os repelentes (Legeay
et al. 2018; Mapossa et al. 2021). Portanto, foi escolhido como o controle de todas as
avaliacdes com os derivados a base de octenol e acido latico, sendo que as avaliacdes
seguiram todas as especificacdes contidas nas diretrizes sobre testes em pele
humana, presentes na publicacdo da World Health Organization (WHO 2009) e
utilizou-se de gaiolas confeccionadas com modificacdes, descritas por Tisgratog et al.
(2016) em seus testes. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a atividade
repelente dos derivados RSD-38 e RSD-48, contra fémeas do mosquito A. aegypti, foi
estatisticamente semelhante ao controle do estudo.

O repelente a base de 25% de DEET, utilizado neste estudo, possui acao
prolongada e confere uma protecao por até 10 horas, conforme indicacao e descricédo
em sua embalagem. O DEET é o repelente mais comercializado no mundo desde
1957 (Fradin e Day 2002; Shelomi 2020), entretanto, sua toxicidade € a mais alta entre
os repelentes atuais (Rodriguez et al. 2015; Portilla Pulido et al. 2022). O DEET pode
causar varios danos em fibras sintéticas das roupas, plasticos e acrilicos, além de
causar algumas formas de alergias cutaneas (Goodyer e Behrens 1998; Mcgready et
al. 2001; Harris et al. 2010; Tavares et al. 2018; Portilla Pulido et al. 2022).

H& uma urgéncia em desenvolver repelentes de mosquitos que nao tenham

efeitos nocivos sobre criancas, gravidas e lactantes ou que agridam o meio ambiente.
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Na ultima década, produtos naturais vém ganhando destaque e forca para novos
repelentes de mosquitos devido a baixa toxicidade, taxas de biodegradacéo rapida e
menor efeitos colaterais (Gideon et al. 2003; Portilla Pulido et al. 2022). Uma das
vantagens do uso do &cido latico e que as fémeas do mosquito A. aegypti ja se utilizam
de substancias atrativas como o &cido latico para localizar o seu hospedeiro e praticar
a hematofagia. E um repelente desenvolvido a base de &cido latico, ocasionard em
uma maior dificuldade em selecionar os resistentes. Portanto, os derivados a base de
acido latico avaliados neste estudo, podem ser considerados uma alternativa viavel
para evitar o contato hospedeiro e vetor. Com isso, reduzindo a circulacao do virus da
dengue e consequentemente diminuindo o numero de casos das arboviroses

veiculados pelo vetor, 0 mosquito A. aegypti.
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6. CONCLUSAO

Os derivados RSD38 e RSD48, tém o potencial de mitigar o risco de doencas
arbovirais, impedindo que as fémeas dos mosquitos A. aegypti se aproximem do ser
humano e realize a hematofagia. Os derivados de acido latico (RSD38 e RSD48)
utilizados neste estudo foram sintetizados a partir de uma molécula natural e de baixa
toxicidade para humanos constituindo um aspecto positivo. Em testes futuros uma
formulacdo similar ao controle e o aumento de 10% para 25% de principio ativo,
potencializara o efeito repelente dos derivados de &cido latico. De tal modo, que
beneficiard a populacdo exposta as picadas das fémeas do mosquito A. aegypti e
poderéa ser estendido para outros mosquitos hematéfagos. Portanto, novos estudos
sdo necessarios visando a validacdo e a implementacdo deste novo meétodo de

prevencao.
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8. ANEXOS

8.1 Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa:

Desenvolvimento de novo repelente para mosquitos vetores de doencas humanas

Pesquisador: ROSEMARY A. ROQUE
Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 57044622.9.0000.0006

Instituicdo Proponente:

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia - INPA/MCT/PR

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 5.372.074

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de emenda ao projeto “Desenvolvimento de novo repelente para
mosquitos vetores de doencas humanas” tem como responsavel principal a
pesquisadora Dra. Rosemary A. Roque, do Instituto Nacionalde Pesquisas da
Amazobnia — INPA. O estudo apresenta referencial teérico sobre repelentes, bem
como sobre a epidemiologia da Dengue no Brasil, 0 mosquito (vetor) Aedes aegypti,
responsavel também pela transmissdo Febre amarela urbana, Chikungunya e Zika.
A préxima etapa deste estudo, consistira na validacao de resultados prévios obtidos.
Os participantes da pesquisa posicionardo os dois antebragos (em um antebraco sera
aplicado o repelente teste, enquanto o outro recebera um repelente comercial) no
interior de gaiolas contendo fémeas de A. aegypti ndo infectadas, obtidas da colbénia
mantida no Laboratério de Malaria e Dengue do INPA, as quais estdo isentas dos
virus da Dengue, Chikungunya e Zika. O ensaio de validagdo segue as diretrizes da
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Organizacdo Mundial da Saude (WHO 2009 - Guidelines for Efficacy Testing of
Mosquito Repellents for Human Skin). A seguranca do participante estara
assegurada, uma vez que a referida diretriz “prevé a interrupcado do teste quando
houver “falha do teste” caracterizada como 2 ou mais mosquitos pousando na mao
por até 5 segundos consecutivos ou se houver evidéncia de comportamento de
sondagem para alimentagdo no mesmo intervalo de tempo (5 segundos), assim o
teste sera interrompido, garantindo a seguranca do participante e reduzindo o risco
de picadas.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo primario visa “Avaliar a atividade repelente de formulados a base de
acido latico contra fémeas do mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)”.

Os objetivos secundarios sao:

(a) comparar a atividade de repeléncia de derivados de acido latico e do
repelente comercial a base de DEET sobre as fémeas de A. aegypti;

(b) mensurar a porcentagem de protecdo conferida pelos derivados de acido
latico avaliados;

(c) determinar o tempo de reaplicacdo dos derivados de acido latico analisados;

(d) comparar o percentual de protecdo dos derivados de acido latico entre os
voluntarios.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Osriscos envolvidos na pesquisa consistem na exposi¢cdo das maos
dos participantes dentro deduas gaiolas contendo trinta fémeas do mosquito A.
aegypti durante o tempo do teste que tera até 3 minutos. No entanto, os insetos
gue serdo utilizados neste estudo, sdo provenientes de colbnia mantidas no
Laboratério de Malaria e Dengue do INPA, desde o ano de 2017, isentos dos virus
Dengue, Chikungunya e Zika. Para minimizar os riscos e/ou desconforto causado aos
participantes, eles terdo as maos (tratamento econtrole) expostos nas gaiolas, de
acordo com as diretrizes, normas de seguranca e exigéncias da Guidelines For
Efficacy Testing of Mosquito Repellents For Human Skin (WHO 2009). Além disso,
sera oferecido ao participante assisténcia integral e imediata, de forma gratuita,
pelo tempo que for necessarioem caso de danos decorrentes da pesquisa.
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Beneficios: Aos participantes desta pesquisa, ndo serd oferecido nenhum
beneficio direto, no momento de sua realizacdo. Porém, os resultados contribuirdo
para o conhecimento sobre a resposta das fémeas de A. aegypti a um método
alternativo que visa minimizar o risco de transmissao de doencgas. O uso de repelente
pode impedir que o mosquito infectado transmita potenciais patbgenos ao homem
sadio durante o repasto sanguineo, bem como evitard a contaminacdo do vetor
guando ele realizar o repasto em um homem doente (viremia). Este estudo também
possibilitard determinar o tempo de protecao conferida pelos repelentes a base de
acido latico, bem como determinar o periodo de reaplicacdo, além de verificar se o
percentual de protecdo € variavel entre os voluntarios avaliados.

Comentéarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta metodologia em concordancia com o0s objetivos
propostos, com critérios de inclusédo e excluséo, cronograma exequivel e encontra-se
de acordo com a resolucao 466/12 do CNS/MS.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

Os documentos foram apresentados pelo pesquisador responsavel:

Folha de rosto com anuéncia da instituicdo proponente;

Protocolo basico;

Projeto completo;

Orcamento;

Cronograma;

Declaracdo de compromisso do pesquisador responsavel;

Declaracao de infraestrutura;

Termo de garantia de retorno de beneficios aos participantes da pesquisa;

© ©® N O~ WDNPRE

Termo de garantia de ressarcimento aos participantes da pesquisa;
10.Termo de Compromisso de Utilizacdo de Dados (TCUD);
11.Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

12.Diretrizes “Guidelines for Efficacy Testing of Mosquito Repellents for Human
Skin (WHO, 2009)”.

Recomendacdes:

Sem recomendacdes adicionais.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:



O referido protocolo de pesquisa encontra-se em consonancia com a
Resolucdo n°. 466, de 12 dedezembro de 2012.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagéo
InformacOes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS 213960, 19/05/2023 |ROSEMARY A Aceito
do Projeto 9 _El.pdf 11:16:25 [ROQUE
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_brochura_atualizado.| 19/05/2023 | ROSEMARY A Aceito
Brochura pdf 11:05:07 [ROQUE
Investigador
Cronograma Cronograma_de_atividades_atualizado. | 19/05/2023 [ ROSEMARY A Aceito

pdf 10:58:22 [ROQUE
TCLE / Termos de | TCLE_atualizado.pdf 19/05/2023 [ROSEMARY A Aceito
Assentimento / 10:55:30 |ROQUE
Justificativa de TCLE_atualizado.pdf 19/05/2023 [ ROSEMARY A Aceito
Auséncia 10:55:30 [ROQUE
Outros WHO _teste_repelencia_guia.pdf 19/05/2023 [ ROSEMARY A Aceito
10:36:27 |ROQUE
Outros Termo_de_garantia_de_Retorno_e Ben| 21/03/2022 |ROSEMARY A Aceito
eficios_aos_Participantes.pdf 18:18:42 |ROQUE
Outros Termo_de_garantia_de_ressarcimento_| 21/03/2022 | ROSEMARY A Aceito
aos_participantes.pdf 18:18:14 |ROQUE
Declaracédo de Declaracao_de_Compromisso_do_Pesq| 21/03/2022 [ROSEMARY A Aceito
Pesquisadores uisador.pdf 18:15:07 |ROQUE
Outros Termo_De_Compromisso_Para_Utilizac| 21/03/2022 | ROSEMARY A Aceito
ao_De_Dados_E_Prontuarios.pdf 18:03:16 |ROQUE
Declaracéo de Declaracao_de_Infraestrutura.pdf 21/03/2022 [ROSEMARY A Aceito
Instituicio e 17:49:52 |ROQUE
Infraestrutura
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_CEP_Rosemary_| 21/03/2022 |ROSEMARY A Aceito
Roque.pdf 17:45:20 |[ROQUE

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Assinado por:

Manaus, 30 de maio de 2023.

Rogério Souza de Jesus
(Coordenador)
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8.2 Termo de Consentimento Livre Esclarecido

INSTIUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO — TCLE

Eu, ROSEMARY APARECIDA ROQUE, venho me apresentar ao(s)
senhor(es), como responsavel pelo desenvolvimento do projeto de pesquisa que
tem como titulo “Desenvolvimento de novo repelente para mosquitos vetores
de doencas humanas” e pedir a sua participagao no referido projeto. Vamos lhe
apresentar a pesquisa.

Justificativa: Esta pesquisa se faz necessaria em funcdo da necessidade de se
conhecer a atividade de um repelente feito de oito formulados a base de acido latico.
O repelente tem como principal papel evitar o contato homem e vetor, afastando o
inseto que estando contaminado faria a transmisséao do virus causador da Dengue,
Chikungunya e Zika. A contaminacdo do vetor, ocorre durante a alimentacéo
sanguinea em homem doente. Este mosquito, apés um periodo transmitird o virus
para outras pessoas sadias. Portanto, o uso do repelente ira impedir a transmissao
dos virus para o homem, bem como impedir a contamina¢do do mosquito.

Objetivo geral: Avaliar a atividade de repeléncia de oito derivados a base de octenol
e acido latico contra fémeas do mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera:
Culicidae).

Metodologia da pesquisa: Para a realizacdo dos testes foram utilizadas duas
gaiolas de aluminio medindo 30 cm X 30 cm X 30 cm contendo trinta fémeas do
mosquito A. aegypti, em idade cronolégica de 3 — 9 dias, copuladas e sem ter
realizado repasto sanguineo, ou seja, as fémeas néo estardo infectadas com o virus
da Dengue, Chikungunya e Zika. Os testes serdo realizados no periodo diurno,
respeitando a preferéncia para a atividade de hematofagia das fémeas do mosquito
A. aegypti. O tempo de duracédo de cada réplica dos testes sera de trés minutos e
sendo registrado com o auxilio de um cronémetro digital. No final de cada teste, sera
registrado o numero de pousos observado na mao direita que contém repelente
comercial (controle) e na mao esquerda que contém o derivado a base de octenol ou

acido latico (teste) de cada voluntéario. Os testes iniciardo com as maos do voluntério
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sendo primeiramente higienizadas com detergente neutro e &gua corrente, em
seguida secas com papel toalha.

Posteriormente, sera realizado um teste negativo onde em ambas maos nao
sera aplicado nenhum derivado ou repelente. As maos apos higienizacdo serao
posicionadas na lateral de cada gaiola (controle e teste), no entanto, sem encostar,
mantendo uma distancia de cerca de trés centimetro da lateral da gaiola. Esse teste
se faz necessario para observar a atividade das fémeas do mosquito A. aegypti. Apés
isso, a médo direita do voluntario (controle), sera aplicado o repelente comercial a
base de DEET, sendo aplicado 1g por toda sua area, essa quantidade serd medida
utilizando-se uma balanca de precisdo e uma colher dosadora de plastico. A mao
esquerda (teste) sera tratada com 1 mL da solucéo do derivado a ser testado e com
0 auxilio de uma pipeta que contera 100 ul do derivado a base de octenol ou acido
latico diluido em 900 ul de Etanol PA. ApOs esse procedimento, a mao direita
(controle/repelente comercial), fechada sera introduzida na gaiola para realizacao
dos testes que tera a duracéo de 3 minutos.

O voluntéario permanecera sentado, ou seja, em posi¢cao de descanso, e com a
mao esquerda (tratada/repelente a base de octenol ou acido latico) ao lado do corpo.
Logo que finalizar o experimento (trés minutos), a mao direta (controle) sera retirada
e colocada em descanso ao lado do corpo e a mao esquerda (teste) sera introduzida
em outra gaiola durante trés minutos. Com a finalizacdo da primeira réplica, havera
um intervalo de 60 minutos, para que as duas gaiolas utilizadas no experimento
sejam higienizadas com detergente neutro e pano umido. As fémeas utilizadas em
cada réplica e serdo descartadas, e um novo grupo de trinta fémeas de A. aegypti
sera utilizado para as réplicas seguintes. Objetivando-se determinar a atividade
repelente, o tempo de reaplicacdo e comparando os com o controle do estudo e entre
todos os voluntarios avaliados.

Informar com exatiddo a qual grupo de pesquisa o participante fara parte
(Grupo Controle ou Experimental, quando aplicavel). Cada participante participara
dos dois grupos experimentais, sendo a mao esquerda avaliada na gaiola teste e a
mao direita na gaiola controle.
Explicitar sobre o depdsito da amostra bioldégica obtida ou dados obtidos:
Neste estudo ndo serdo obtidas nenhum tipo de amostras biol6gicas de nenhum
dos voluntarios, sendo os participantes identificados por meio de cédigos.

Explicitar os possiveis desconfortos e riscos decorrentes da pesquisa:
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Os riscos envolvidos na pesquisa para a satude do homem consistem na exposi¢ao
dos membros superiores (maos) dos voluntarios proximos de duas gaiolas contendo
trinta fémeas do mosquito A. aegypti em cada uma delas. No entanto, o0s insetos
gue serdo utilizados neste estudo, sdo provenientes de colonia mantidas no
Laboratorio de Maléria e Dengue do INPA, desde o ano de 2017, portanto, ndo estao
contaminados, ou seja, estdo isentos dos virus Dengue, Chikungunya e Zika.
Todavia, tratamento gratuito sera oferecido em caso de diagndstico positivo. Além
disso, serd oferecido ao participante assisténcia integral e imediata, de forma
gratuita.

Apresentar as providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar e/ou
reduzir efeitos e condi¢cdes adversas que possam causar dano, considerando
caracteristicas e contexto do participante da pesquisa:

Sera indagado a todos os participantes se 0 mesmo possui alergia a picada de
insetos, se esta com sintomas gripais sugestivos de contaminacédo por COVID-19
ou se tratando de voluntaria do sexo feminino, se a mesma esta gravida. No dia de
realizacéo do bioensaio sera feito um teste em uma pequena area do antebraco do
voluntario para verificar se 0 mesmo apresenta alguma alergia aos componentes
dos formulados. Se o participante apresentar alguma reacao alérgica, o repelente
sera removido primeiramente por lavagem com agua/detergente neutro, em seguida
sera aplicado pomada anti-histaminica no local e 0 mesmo sera retirado do estudo.
Os voluntarios que apresentarem, no dia de realizacdo do bioensaio, qualquer
sintoma(s) semelhante(s) ao(s) provocado(s) pela infeccdo pela Dengue,
Chikungunya e Zika seréao retiradosdo estudo.

Explicitar os possiveis beneficios esperados da participacdo na pesquisa:

Os formulados que serdo avaliadas neste estudo, sédo a base de octenol e acido
latico, substancia presente no corpo humano. Os formulados quando aplicados na
pele, blogueiam temporariamente osreceptores (antenas e nos palpos maxilares
dos mosquitos), impedindo que a fémea use sinais quimicos exaladas pelo
hospedeiro para se alimentar de sangue humano. Outro beneficio importante é o
fato dos derivados serem de substancias (octeno/acido latico) jA empregadas pelas
fémeas dos mosquitos para a localizacao de hospedeiros, e, com isso, as fémeas
terdo maior dificuldade de desenvolver mecanismos de reducdo da eficiéncia

desses derivados.

Os resultados obtidos, nesta pesquisa, ndo oferecerdo nenhum beneficio
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direto ao participante, no momento de sua realizagdo. Porém, irdo contribuir para o
conhecimento sobre a resposta das fémeas de A. aegypti a um método alternativo
gue visa minimizar o risco de transmissdo da doenca, uma vez que 0 uso de
repelente impede o contato homem vetor. Também serd possivel determinar o
tempo de protecdo conferida pelo produto, bem como determinar o periodo de
reaplicagdo do mesmo.

Esclarecer sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo
direito os participantes da pesquisa, inclusive considerando beneficios e
acompanhamentos posteriores ao encerramento e/ou a interrupcédo da
pesquisa (Se essa situacéao se aplica):

O participante, deste estudo, ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. No entanto, caso sejam identificados danos provenientes
desta pesquisa, 0 mesmo tera assegurado o direito a indenizacdo. Sera oferecido
ao participante assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for

necessario, em caso de danos decorrentes da pesquisa.

Explicitar garantia de plenaliberdade ao participante da pesquisa, de recusar-
se aparticipar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa,

sem penalizagcao alguma:

O participante tera esclarecimentos sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participara em qualquer
momento e sem quaisquer prejuizos, valendo a desisténcia a partir da data de
assinatura deste termo. A participacdo € voluntaria, e a recusa em participar nao
acarretara qualguer penalidade ou modificacdo na forma em que o participante sera
atendido pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa estardo a disposicdo dos

participantes quando a mesma for finalizada.

Explicitar garantia de manutencéo do sigilo e da privacidade dos participantes

dapesquisa durante todas as fases da pesquisa:

O nome ou o0 material que indique a participacdo nao sera disponibilizado sem a
permissao do participante. Os pesquisadores tratardo a identidade dos participantes
com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdes
N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salude e suas

complementares), utilizando as informagfes somente para fins académicos e
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cientificos. Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua
identidade sera mantida em sigilo para sempre.

Explicitar garantia de que o participante da pesquisa receberd uma via do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais que
devera ser rubricada em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo
convidado a participar da pesquisa, assim como pelo pesquisador responsavel.
Uma das vias sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de
Maléaria e Dengue - LMD (Prédio 102), Campus | do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazobnia - INPA e a outra sera fornecida ao participante. Os dados, materiais e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos no LMD Prédio 102 do INPA e apos

esse tempo serao destruidos.

Explicitar sobre a garantia de indenizagdo diante de eventuais danos

decorrentes da pesquisa:

Caso sejam identificados danos provenientes desta pesquisa, 0 participante tera
assegurado o direito a indenizacdo, conforme decisédo judicial ou extra judicial.
Também sera oferecido ao participante assisténcia integral e imediata, de forma
gratuita, pelo tempo que for necessario, em caso de eventuais danos decorrentes
da pesquisa. O tratamento contra Dengue, Chikungunya e Zika, sera realizado
gratuitamente pelo SUS, nos postos de satde onde o participante for diagnosticado.

O Laboratério de Malaria e Dengue do INPA serd responsavel pelo
ressarcimento e indenizacdo, neste caso, conforme esta prevista na Resolucéo

466/12 do Conselho Nacional de Saude, uma vez que € a instituicdo proponente.

Explicitar sobre a garantia de ressarcimento e como serdo cobertas as

despesas tidas pelos participantes da pesquisa e dela decorrentes:

Para participar deste estudo o participante ndo tera nenhum custo, nem recebera
gualquer vantagem financeira. No entanto, todas as suas despesas referentes a
participacdo no projeto, como transporte e alimentacdo, serdo ressarcidas pelo

pesquisador responsavel pelo projeto.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deverd, ainda:

a) conter declaragdo do pesquisador responsavel que expresse o cumprimento das

exigéncias contidas nos itens apresentados.
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b) ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas,
ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante
legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele
delegada (s), devendo as péaginas de assinaturas estarem na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato (email e telefénico) dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local e da CONEP, quando pertinente.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua
identidade serd mantida em sigilo para sempre. Se vocé quiser saber mais detalhes
e os resultados da pesquisa faca contato com o(a) pesquisador(a) pelo telefone (92)
99150-0301- (92) 3643-3364 ou pelo E- mail: rosemary.roque@inpa.gov.br.

O participante da pesquisa também podera entrar em contato, caso tenha
interesse, com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, situado na sede Av. André Araujo, 2936, Prédio
da Diretoria, térreo, Sala-CEP, telefone (92)3643-3287 ou pelo e-mail:
cep.inpa@inpa.gov.br.
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Consentimento Ap6s-Informacgéo

Eu, , por
me considerar devidamente informado e esclarecido sobre o conteldo deste

documento e da pesquisa a ser desenvolvida, livremente dou meu consentimento para

inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma via desse

documento.

Assinatura do participante

Pesquisadora Responsavel Data
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8.3 Termo de Autorizagéo de Uso de Imagem

TERMO DE AUTORIZACAO DE USO DE IMAGEM

Eu,

, portadora do CPF n° ,
AUTORIZO o uso de qualquer material entre fotos e videos e/ou documentos, a serem
utilizados no Projeto intitulado: “AVALIAC;AO DA ATIVIDADE REPELENTE DE
DERIVADOS DE OCTENOL E ACIDO LATICO CONTRA FEMEAS DO MOSQUITO Aedes
(Stegomyia) aegypti (LINNAEUS, 1762) (DIPTERA: CULICIDAE)”, a nivel Nacional e
Internacional por prazo indeterminado pelo Laboratorio de Malaria e Dengue — LMD do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA.

Assinatura do Voluntéario(a)

Manaus, de de
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