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RESUMO

A busca por novas tecnologias para evitar arboviroses transmitidas por Aedes aegypti tem
recebido atencdo nas ultimas décadas devido a resultados insatisfatorios dos métodos de
controles convencionais. Recentemente, houve um aumento de estudos com 0 uso de
repelentes espaciais, que evitam o contato humano-vetor e criam um espaco livre de
mosquitos, resultando em uma protecdo contra picadas e reduzindo a transmisséo de
doengas. O presente trabalho teve o objetivo de desenvolver e avaliar a transflutrina como
repelente espacial e o seu efeito na biologia e protecéo contra picadas do mosquito Ae.
aegypti em condi¢Oes de laboratdrio e de semicampo. O efeito da transflutrina (2% e 8%)
impregnadas em tiras de juta no comportamento e na biologia de fémeas de Ae. aegypti
foi avaliado em bioensaios em laborat6rio em semicampo. Em laboratério, (i) a exposicao
dos mosquitos em gaiolas teladas por 30 min. a correntes de ar a 50 e 100cm induziram
maior efeito knock down em comparagdo a mortalidade, independente da distancia; (ii) o
olfatbmetro de dupla escolha, ambas as concentracdes de transflutrina inibiram a atragédo
em relagdo ao odor humano e induziram >60% taxa de mortalidade nos mosquitos e (iii)
caixas de repeléncia (BG-Cages) utilizando antebrago de voluntarios demonstraram que
ambas concentracdes reduziram a tentativa de picadas nos voluntarios e que a
concentracdo de 8% ofereceu maior protecdo (49,05%). Em semicampo, (i) mosquitos
foram expostos a um voluntario usando protétipos de sandalias impregnadas com
transflutrina (8%) com diferentes areas de superficie de juta (10, 20, 40, 80 e 160 cm?).
Observou-se que a maior protecdo (45,5%) contra picadas em sandalia com maior area
de liberacdo. (ii) Um par de sandalia impregnada com area de 327cm? foi colocada no
solo e potes telados contendo 25 fémeas de Ae. aegypti colocada em diferentes distancias
e alturas por 30 min e posteriormente foi verificada a mortalidade até 24h, knock down
(1h apos o final da exposicao) e repasto sanguineo apds a exposicdo. Observou-se efeito
knock donw e mortalidade em todas as combinagfes de alturas e distancias da fonte de
transflutrina, porém a inibicdo da hematofagia foi observada somente em mosquitos
posicionados a 1m de altura e a 1,4m e 7,0m de distancia das sandalias impregnadas. (iii)
Voluntarios usando sandalias impregnadas (160 cm?) com diferentes concentra¢Ges de
transflutrina (2, 5, 8, 10 e 15%) tiveram protecdo de picadas em todas as concentragdes,
porém a maior protecdo (51,5%) ocorreu na concentracdo de 2%. A transflutrina
impregnadas em juta provocou alteracfes na biologia do Ae. aegypti em bioensaios de



laboratdrio e de semicampo e foi eficaz na protecdo contra picadas, demonstrando o

potencial dessa tecnologia em complementar os métodos de controle atuais.

Palavras-Chave: Aedes aegypti, repelente espacial, transflutrina, piretroide,

mosquito.



ABSTRACT

The search for new technologies to prevent arboviruses transmitted by Aedes
aegypti has received attention in recent decades due to unsatisfactory results from
conventional control methods. Recently, there has been an increase in studies using
spatial repellents, which prevent human-vector contact and create a mosquito-free area,
resulting in protection against bites and reducing disease transmission. The present work
aimed to develop and evaluate transfluthrin as a space repellent and its effect on biology
and protection against Ae. aegypti under laboratory and semi-field conditions. The effect
of transfluthrin (2% and 8%) impregnated in hessian strips on the behavior and biology
of Ae. aegypti was evaluated in semi-field laboratory bioassays. In the laboratory, (i)
exposure of caged mosquitoes screened for 30 min. at 50 and 100 cm of distance to a fan,
making a air flow induced a greater knock down effect compared to mortality, regardless
of distance; (ii) in double-choice olfactometer, both transfluthrin concentrations inhibited
attraction towards human odor and induced >60% mortality rate in mosquitoes and (iii)
in repellence boxes (BG-Cages) using forearms of volunteers, we demonstrated that both
concentrations reduced the attempt to bite the volunteers and that the concentration of 8%
offered greater protection (49.05%). In semi-field, (i) mosquitoes were exposed to a
volunteer wearing prototype sandals impregnated with transfluthrin (8%) with different
hessian surface areas (10, 20, 40, 80 and 160 cm?). It was observed that the greatest
protection (45.5%) against bites occurs with the sandal with the greatest area of release.
(i1) A pair of impregnated sandals with an area of 327cm? were placed on the ground and
screened pots containing 25 females of Ae. aegypti was placed at different distances and
heights for 30 min and then mortality up to 24 h, knock down (1 h after the end of
exposure) and blood meal after exposure were verified. Knock down effect and mortality
were observed in all combinations of heights and distances from the transfluthrin source,
however the inhibition of hematophagy was observed only in mosquitoes positioned at 1
m in height and at 1.4 m and 7.0 m away from the impregnated sandals. (iii) Volunteers
wearing sandals impregnated (160 cm?2) with different concentrations of transfluthrin (2,
5, 8, 10 and 15%) had protection from stings at all concentrations, but the greatest
protection (51.5%) occurred at the concentration of 2%. The transfluthrin impregnated in
hessian strips caused changes in the biology of Ae. aegypti in laboratory and semi-field
bioassays and was effective in protecting against bites, demonstrating the potential of this
technology to complement current control methods.
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Key-words: Aedes aegypti, spatial repellents, transfluthrin, pyrethroid, mosquito.
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1. INTRODUCAO

1.1 Distribuicéo

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) € um inseto da familia Culicidae,
ordem Diptera, com origem na regido afrotropical. E considerado um mosquito
cosmopolita, se fazendo presente em grande parte do mundo, especialmente em regides
tropicais e subtropicais (Kraemer et al., 2015, WHO, 2022) (Figura 1). No continente
africano, sua distribuicdo é ampla, concentrando-se principalmente na regido subsaariana
(Kraemer et al., 2015), enquanto na Asia, 0 Ae. aegypti € encontrado na regido sudeste
do continente e na Oceania sua distribuicdo esta concentrada ao norte da Australia, além
de estar presente em outros paises do continente. Nas Ameéricas, esta presente em todos
os paises da América Central, enquanto que na América do Norte esta presente em estados
do sudeste estadunidense, assim como em toda a América do Sul (Kraemer et al., 2015;
Gonzales et al., 2016).

Figura 1. Mapa da distribuicdo mundial prevista de Aedes aegypti, mostrando a probabilidade de
ocorréncia desta espécie. As areas em vermelho indicam alta incidéncia da presenca do vetor,
enquanto as areas em azul ndo apresentam o mosquito. Fonte: Kraemer et al, 2015

No Brasil, sua introducdo se deu por via maritima, no periodo das Grandes
navegacdes (Séc. XV - Séc. XVII) (Forattini, 2002). Varias campanhas ocorreram entre
0s anos de 1958 e 1973 visando controlar o Ae. aegypti, que resultaram em sucessivos
eventos de erradicaces e reintroducgdes deste vetor. Em 1976, ocorreu a reintroducdo da
espécie no pais de modo definitivo, e hoje é considerada uma espécie endémica em todo
o territério brasileiro (Zara et al., 2016, Kotsakiozi et al., 2017)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Culicidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tropical
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1.2 Biologia

O Ae. aegypti possui ciclo de vida holometabolo, apresentando os estagios de ovo,
larva com quatro estadios (L1-L4), pupa e adulto (Figura 2). O periodo de
desenvolvimento de ovo a adulto varia entre 7 a 10 dias, em condi¢bes ideais de
temperatura e umidade (Forattini, 2002; Faull & Williams, 2015). Os ovos sdo resistentes
a dissecacdo, podendo permanecer viaveis por até 450 dias sem contato com &gua
(Gadelha & Toda, 1985; Faull & Williams, 2015). Os adultos possuem uma expectativa
de vida de aproximadamente 30 dias e possuem habitos diurnos (Consoli & Lourenco-
de-Oliveira, 1998 Forattini, 2002).

Figura 2. Ciclo Bioldgico de Aedes aegypti com respectivos estagios de desenvolvimento: (1) Ovos, (2)
Larvas (L1 a L4), (3) Pupa, (4) Adulto. Fonte http://www.casadaciencia.com.br/o-fim-da-picada/

Tanto os machos quanto as fémeas alimentam-se de substéncias agucaradas como
frutose, glicose e sacarose, porém, as fémeas também se alimentam de sangue, pois
necessitam dos nutrientes para o desenvolvimento e maturacdo dos ovos (Harrington et
al., 2001), sendo os seres humanos os hospedeiros favoritos (Powell & Tabachnick 2013).
O ciclo gonotrofico do mosquito que se inicia com a hematofagia finaliza com a
oviposicdo, porém, em alguns casos, a espécie apresenta discordancia gonotréfica, que
pode ser definida como a necessidade de realizar repasto sanguineo mais de uma vez, a
fim de concluir o amadurecimento ovariano (Clements, 1999; Barata et al. 2001),
caracteristica que, consequentemente, aumenta 0 numero de hospedeiros picados,

favorecendo a dispersdo de patdgenos. A alimentagdo sanguinea quase que



exclusivamente em humanos, o alto grau de sinantropia (Terra et al.,, 2018) e a
possibilidade da discordancia gonotréfica sdo algumas das caracteristicas que fazem do
Ae. aegypti um dos mais importantes vetores de patégenos, como 0s virus causadores da
Dengue, Febre Amarela, Chikungunya, Zika (WHO, 2009; Gubler, 2011; Wikan &
Smith, 2016).

1.3 Importancia epidemioldgica

O Ae. aegypti pode ser considerado um vetor de importancia epidemiologica uma
vez que € o principal responsavel pela transmissdo de arbovirus que apresentam um
grande impacto na saude publica (Terra, 2017; Espinal et. al, 2019), como os virus da
Dengue, Chikungunya, (WHO, 2018) e Zika (Schuler-Faccini, 2016).

Atualmente, estima-se que ocorram anualmente aproximadamente 390 milhGes de
novos caso de dengue ao redor do mundo e 10.000 mortes, em mais de 125 paises
(Messina et al., 2019). A Dengue, doenca transmitida por um virus do género Flavivirus,
possui 4 sorotipos virais (DENV-1, 2, 3 e 4) (CDC, 2020) e seus picos de ocorréncia sao
caracterizados por ciclos de anos epidémicos a cada 3 ou 5 anos (San
Martin et al., 2010).

A Chikungunya, doenca causada por um virus do género Alphavirus e é notificada
em surtos isolados em todo o mundo, a partir de 2005. (Burt et
al., 2012). Foi notificada pela primeira vez nas Américas em 2013 e no Brasil no ano
seguinte, prevalecendo como uma doenca de importancia para a saude publica (SVS,
2015; Espinal, 2017).

No Brasil, o primeiro registro do Zika virus ocorreu em 2015, e é considerado uma
doenca de evolucdo clinica branda (WHO, 2016). Porém, a doenca é associada a casos de
microcefalia, quando ocorre a transmissao vertical do patdégeno (Schuler-Faccini et al.,
2016). A ocorréncia de complicacBes neuroldgicas, como neuropatias, mielite e sindrome
de Guillain-Barré também parecem ter associacdo com infecgdo por esse virus. (WHO,
2018).

No ano de 2021, foram notificados no Brasil 516.123 casos provaveis de dengue,
94.264 casos provaveis de chikungunya e 6.020 casos provaveis de zika, (Ministério da
Saulde, 2021), porém é possivel que esses numeros estejam defasados, devida a pandemia
do Coronavirus, que pode ter causado um receio na populagdo em procurar atendimento

em uma unidade de salde, e consequentemente diminuindo as notificagdes (SVS, 2021).



1.4 Controle vetorial
Com exce¢do da Febre Amarela, para a qual existe vacina, os principais métodos
de controle das arboviroses veiculadas pelo Ae. aegypti, sdo baseados no controle do vetor
para a prevencdo da transmissdo dessas doencas (Teixeira et al., 1996; Ministério da
Saude, 2009; OPAS, 2019). Nesse contexto, o controle do Ae. aegypti é realizado

basicamente através de trés tipos de mecanismos: (i) controle mecanico, que consiste na

identificacdo e eliminacdo de possiveis criadouros, diminuido assim a oferta de locais
propicios para a oviposi¢ao, e consequente aumento da populacdo do mosquito (Chavasse
etal., 1997; Braga & Vale, 2007; Ministério da Saude, 2009); (ii) controle biolégico que

utiliza predadores ou patdgenos, como peixes larvoforos, comumente dos géneros

Poecilia e Gambusia e a bactéria entomopatogénicas Bacillus thuringiensis israelenses
(Bti), que possui agdo inibidora de desenolvimento de larvas de alguns dipteras, e
apresenta quase nenhum efeito em outros organismos (Mulla et al., 1982; Hoy, 1985;
Martinez-lbarra et al., 2002; Benjamin et al., 2005; Ministério da Saude, 2009; Ritchie et
al., 2010; Shulse et al., 2013; OPAS, 2019); e o (iii) controle quimico, considerado uma

medida emergencial, que utiliza produtos quimicos e reduz rapidamente a populacéo de
insetos alvo. Todos esses métodos possem lacunas inerentes. O controle mecanico e o
bioldgico, por exemplo, demandam uma identificacdo correta dos criadouros e seu correto
manejo, além do custo e tempo necessario para a criacdo e desenvolvimento dos
organismos que serao utilizados (Dambach, 2020). Ja& o controle quimico é recomendado
apenas para o controle em situac@es de surto ou epidemias e 0 seu uso indiscriminado,
além de diminuir espécies de insetos e animais que nao possuem interesse
epidemiolégico, pode pode acarretar na selecdo de mosquitos resistentes (Ministério da
Saude, 2009).

A alta plasticidade e capacidade de adaptacao e a ja observada resisténcia a alguns
inseticidas contribuem para que o controle do Ae. aegypti seja dificultado (Schleier 111 &
Peterson, 2011), tornando assim, a busca de maneiras complementares para o combate ao
mosquito uma importante questéo de saltde publica (Ministério da Saude, 2001; Braga &
Vale, 2007, Ranson et al., 2011; Rabinovich et al., 2017; Brady & Hay, 2020). Tendo em
vista esse cenario, o controle integrado do vetor tem sido adotado e incentivado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), e consiste na utilizacdo de duas ou mais
ferramentas de controle, e de metodologias complementares, resultando em uma

estratégia que visa o0 melhor aproveitamento dos recursos disponiveis, com o objetivo de



executar acOes que sejam efetivas ecologica e economicamente (WHO, 2009). Dentre as

metodologias complementares recomendadas pela OMS (2014) estéo os repelentes.

1.5 Repelentes

O termo repeléncia foi originalmente cunhado para se referir ao afastamento de
insetos de qualquer superficie tratada quimicamente, em compara¢do com essa mesma
superficie ndo tratada (Kennedy, 1947). Posteriormente, Barton-Browne (1977) propds
uma nova defini¢do, em que considera como repelente tudo aquilo que provoca no inseto
uma reacdo de afastamento de um local para o qual naturalmente ele seria atraido. Dessa
forma, repelentes s&o substancias aplicadas diretamente sobre a pele exposta ou aplicadas
sobre materiais dispersores, promovendo protecdo contra insetos e outros artropodes
(Curtis, 1992; WHO, 2014). Essa protecdo pessoal € uma estratégia complementar aos
métodos tradicionais de controle vetorial amplamente difundida ao redor do mundo e se
propde a limitar o contato entre humanos e vetores, reduzindo assim o risco de picadas e,
consequentemente, a contaminacgdo por patégenos (Deparis et al., 2004; WHO, 2014).

Os repelentes sdo tradicionalmente classificados como de uso topico ou espaciais.
Os repelentes de uso topico sdo aplicados diretamente na area exposta do corpo,
provocando repulsdo dos vetores (Bibbs & Kaufman, 2017), enquanto os repelentes
espaciais se caracterizam por provocar o afastamento do vetor quando este entra em
contato com particulas suspensas no ar, em forma de vapor, da substancia repelente
(Grieco et al., 2007). Dentre os produtos quimicos mais utilizados como repelente topico,
destaca-se o N,Ndiethyl-m-toluamida (DEET) (Koren et al., 2013). Este composto
apresenta elevada atividade repelente contra mosquitos vetores, como Aedes spp.,
Anopheles spp e Mansonia spp (Sudakin & Trevathan, 2003; Robbins, & Cherniack,
1986). No entanto, estudos demonstraram que mosquitos que ja foram expostos ao DEET
apresentam capacidade de memdria olfativa de reconhecimento do repelente, o que
resulta numa menor sensibilidade do inseto em exposicdes futuras (Pellegrino et al., 2011;
Stanczyk et al., 2013; Lutz et al., 2017). Experimentos que avaliam o efeito do DEET na
fisiologia de ratos encontraram importantes efeitos neurolégicos e locomotores adversos
(Abdel Abou-Donia et al. 1996, 2001). Além disso, a utilizacdo do DEET ja foi
relacionada a casos clinicos especificos de desenvolvimento de episodios epiléticos e
encefalopatias, sobretudo em criangas (Osimitz, & Murphy, 1997). Também ja foi

observado um possivel efeito sinérgico de intoxicacdo e efeitos adversos no sistema



locomotor de usuarios de repelentes topicos que contenham DEET, quando o mesmo é
utilizado concomitantemente a carbamatos (Corbel et al., 2009).

Apesar dos repelentes topicos serem eficazes, eles apresentam algumas
desvantagens em seu uso, tais como a necessidade de reaplicacdo do produto em poucas
horas e cobertura total da pele exposta, 0o que torna a eficacia do produto totalmente
vinculada a responsabilidade e disposi¢do do usuério em fazé-lo e, além disso, a pode
gerar reacOes alérgicas (Maibach & Johnson, 1975; Corazza et al., 2005; McHenry &
Lacuesta., 2014). Além disso, por se tratar de uma medida de protecdo pessoal, outro
problema relatado € o possivel deslocamento dos mosquitos de um individuo protegido
pelo repelente para outro individuo que ndo estiver utilizando repelente, estando,
portanto, desprotegido, além da baixa adesdo ao uso do repelente topico, mesmo quando
disponivel (Maia et al., 2012; Gryseels et al., 2015; Makungu et al., 2017).

1.5.1 Repelentes espaciais

Ao propor um novo sistema de classificacdo para caracterizar o0 modo de agéo de
alguns produtos quimicos usados no controle de vetores de malaria, Grieco et al. (2007)
definiram repeléncia espacial como produtos que estimulam o0 movimento do mosquito
para longe da fonte quimica, sem a necessidade do contato fisico com a superficie tratada.
Os repelentes espaciais sdo uma alternativa aos repelentes topicos e podem ser definidos
como produtos quimicos que sdo aplicados a um material liberador, que, em sua fase de
vapor, previne o contato entre o vetor e o possivel hospedeiro (Grieco et al, 2009). O
repelente espacial altera o padréo natural de procura por uma fonte de alimento do inseto,
impossibilitando que o inseto se alimente em um hospedeiro dentro da &rea de acéo do
repelente espacial (Achee et al., 2012). Esse tipo de repelente também possui a
capacidade de protecdo de pessoas que estejam dentro do raio de acdo do inseticida,
fornecendo uma protecdo em grupo (Ogoma et al., 2014; Mwanga et al., 2019).

Tradicionalmente, os repelentes espaciais sdo encontrados na forma de bobinas,
vaporizadores e emanadores (WHO, 2009) (Figura 3). As bobinas repelentes para
mosquito sdo 0os modelos mais utilizados. Sdo baratos e eficazes, porém dependem de
fogo e produzem fumaca, caracteristica que impde limitagdes, sobretudo em ambientes
fechados (Liu et al., 1987). Esteiras vaporizadoras e repelentes de tomada sdo uma
alternativa as bobinas. Esses aparelhos contém ingredientes ativos repelentes que sédo
volatilizados usando um mecanismo de aquecimento elétrico (Amalraj, et al.,1992;

Debboun et al., 2006). Porém, a necessidade de uma fonte de energia elétrica externa para



o funcionamento desses produtos pode aumentar seu custo e dificultar sua utilizagdo em

localidades de baixa renda ou sem acesso a energia elétrica (Ogoma et al., 2012).

(A) (B)

Figura 3. Exemplos de repelentes espaciais dependentes de energia externa para funcionamento. (A)
Bobina repelente dependente de combustdo e (B) repelente espacial de tomada, dependente de
energia elétrica. Fonte: https://br.freepik.com/fotos-premium/bobina-repe

Os repelentes espaciais de liberacdo passiva necessitam de uma matriz liberadora,
que garanta a liberagdo continua do composto no ambiente. Dentre os materiais utilizados
como matrizes liberadoras estdo papel (Argueta et al., 2004), plastico (Kawada et al.,
2008) e tecidos, como a juta. (Deparis et al., 2004; Ogoma et al., 2017; Sangoro et al.,
2020). A juta, material produzido a partir de fibras de origem vegetal de baixo custo e
facil manufatura vem sendo utilizada como matriz liberadora da transflutrina, e essa
associacdo tem se mostrado uma ferramenta promissora para utilizacdo como medida de
protecdo pessoal contra mosquitos vetores (Ogoma et al, 2012; 2017; Masalu et al, 2017;
Mmbando et al 2019; Tambwee et al, 2020).

O fato dessas ferramentas ndo precisarem de uma fonte de energia externa, o
material de liberacdo ser de baixo custo e apresentar uma alta possibilidade de modelos e
tamanhos fizeram o0s repelentes espaciais passivos ganharem destaque na busca por

alternativas no combate a insetos vetores (Ogoma et al., 2017).

1.5.2 Os inseticidas piretroides

A segunda geragdo de inseticidas teve inicio com a sinterizagdo de produtos
quimicos em escala industrial, apos a Segunda Guerra Mundial (Ware & Whitacre, 2004).
Seus representantes sdo geracdo sdo tradicionalmente divididos em quatro classes:
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides. Os organoclorados foram os

primeiros a serem produzidos em larga escala, e incluem o diclorodifeniltricloroetano



(DDT) e o hexaclorobenzeno (BHC) (Schleier 111 & Peterson, 2011). Sd&o compostos
organicos lipossoluveis altamente toxicos, de grande bioacumulacdo e de toxicidade
cronica, ou seja, seus efeitos se manifestam de forma lenta pelo organismo No entanto,
devido as caracteristicas nocivas a saide humana e animal, os organoclorados passaram
a ter uso proibido em varios paises na década de 1970, sendo substituidos, primeiramente,
pelos organofosforados (Coats, 1990).

Os inseticidas organofosforados, os quais incluem o malation, fenitrotion e
temefos, sdo compostos de fosforo trivalentes, e devido a forte reatividade dos pares de
elétrons livres e da grande afinidade entre fosforo (P) e oxigénio (O), sdo bons agentes
redutores. Por serem rapidamente oxidados por oxigénio, 0z6nio e outros agentes
oxidantes, possuem uma carga residual menor, se comparado aos organoclorados (Fisher
& van Wazer, 1961).

Por sua vez, os carbamatos sdo compostos organicos derivados do acido
carbdmico, que atuam inibindo a ac¢do da enzima Acetilcolinesterase, responsével pela
degradagdo do neurotransmissor acetilcolina, resultando na hiperexcitagdo celular.
Mundialmente distribuido, € a classe mais usada de inseticida, possuindo
aproximadamente mais de 100 compostos (Worthing, & Walker, 1987).

Os piretrdide sdo analogos sintéticos do piretro, repelente natural que é obtido
através da trituracdo das flores de crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium)
(Corbett et al., 1984). Essa classe de inseticidas tem sido utilizada como alternativa para
substituicdo das outras classes, as quais apresentaram varios problemas ao longo dos anos
(Corbett et al., 1984; Tafuri, J. & Roberts, J., 1987; Zwiener, R. J., & Ginsburg, C. M.,
1988).

Para utilizacdo em fase de vapor como repelente espacial, a OMS recomenda,
majoritariamente, inseticidas pertencentes a classe quimica dos piretroides (WHO, 2014).
Estes apresentam vantagens no manejo de pragas por apresentarem alta letalidade nos
insetos (sobretudo em moscas, baratas, formigas, triatomineos e mosquitos), deixando
uma pequena carga residual no ambiente. Além disso, sdo inodoros, apresentam baixa
toxicidade nos vertebrados terrestres e ndo se acumulam ao longo da cadeia alimentar, ao
contrario dos organoclorados, e representam cerca de 23% do mercado mundial de
inseticidas (Schleier 111 & Peterson, 2011).

1.5.3 Uso da transflutrina como repelente espacial



A transflutrina (2,3,5,6-tetrafluorobenzyl (1R,3S)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate) € um inseticida volatil da classe dos piretrdides de
acdo rapida, cuja formula molecular € CisH12Cl2F40. (WHO, 2006) (Figura 4). Este
composto vem sendo usado como principio ativo em formulactes de repelentes espaciais

devido a sua alta pressé@o de vapor, que resulta em uma alta volatilidade.
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Figura 4. Formula estrutural da transflutrina. Fonte: Wikimedia Commons.

Devido ao seu perfil volatil, particulas de transflutrina suspensas no ar criam um
espaco aereo livre de mosquitos, resultando em uma protecdo a todos 0s possiveis
hospedeiros que estejam dentro do raio de a¢ao do repelente espacial (Masalu et al, 2017).
A reducdo do indice de picadas de mosquitos dentro desses espacos pode resultar na
diminuicdo da transmissdo de patdégenos que possuem mosquitos como principal (Achee
et al, 2012). Estudos realizados na Tanzénia testaram a combinacdo da juta e da
transflutrina em varias apresentagdes, visando a protecdo contra picadas de insetos
vetores. Cesto decorativos e adornos impregnados foram eficazes em reduzir picadas de
Anopheles arabiensis e Culex spp em até 89% (Masalu et al., 2017). Bancos de madeira
com uma camada de juta tratada com transflutrina sob o assento, também mostraram
efetividade na conferéncia de protecédo de picadas contra estes vetores, tanto na estagdo
seca quanto chuvosa (Masalu et al., 2020). Recentemente, sandalias fabricadas com tiras
de juta impregnadas com transflutrina conferiram uma protecdo contra pousos de Ae.
aegypti e An. gambiae s.I em voluntarios que utilizavam estes calcados (Sangoro et al.,
2020). Além de repeléncia espacial, ja foi observado que a transflutrina possui efeito
toxico em mosquitos, além de diminuicdo da capacidade alimentar dos mesmos, 0 que
pode contribuir para a protecdo em massa, mesmo para pessoas gque nao estejam
utilizando medidas de protecdo com esse piretréide (Ogoma et al., 2014; Mwanga et al.,
2019).



2. JUSTIFICATIVA

A busca por novas tecnologias de controle vetorial é fundamental para preencher
as lacunas existentes nos métodos tradicionais, como selecéo de organismos resistentes a
inseticidas, custo elevado de aquisicdo e baixa adesdo das pessoas vulneraveis a vetores
as ferramentas de combate disponiveis. Segundo a OMS, o uso de aparatos de protecdo
pessoal, como repelentes topicos e roupas e acessorios impregnados com repelente,
configuram uma estratégia complementar aos controles quimico, fisico e bioldgico. Visto
essa importancia, repelentes espaciais que ndo dependem de fonte de energia externa para
funcionamento tém sido desenvolvidos nos ultimos anos e se mostrado como uma op¢ao
promissora para complementar os métodos de combate a vetores de patdgenos. O presente
estudo € parte do projeto “Creating low-cost sandals for round-the-clock protection

against mosquito-borne infections” , realizado em uma parceria da Universidade Federal

de Minas Gerais (UFMG) e o Ifakara Health Institute (IHI) da Tanzénia, e financiado pela
Agéncia dos Estados Unidos para o Desenvolvimento Internacional (USAID). O referido
projeto se iniciou em 2017 e finalizou em 2020 e teve o objetivo de desenvolver sandélias
impregnadas com repelente espacial de baixo custo para protecdo contra picadas de
mosquitos. O presente projeto, portanto, visa desenvolver sandalias impregnadas com
transflutrina e avaliar o seu efeito em condi¢fes de laborat6rio e semicampo em fémeas

de Ae. aegypti, através dos seguintes objetivos:
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Desenvolver e avaliar sandalias impregnadas com repelente espacial e o seu efeito

na biologia e protecdo contra picadas do mosquito Ae. aegypti.

3.2 Especificos
e Auvaliar o efeito da exposicdo a transflutrina na biologia de fémeas de Aedes aegypti,
em laborat6rio e semicampo
e Auvaliar o efeito repelente de sandalias impregnadas com transflutrina contra picadas

de Aedes aegypti
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CAPITULO I

Avaliacdo de parametros biologicos de fémeas de Aedes aegypti expostas a

transflutrina
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1. Introducéo

A busca por métodos complementares para o controle de vetores € algo
incentivado pela OMS, uma vez que os metodos tradicionais de controle apresentam
lacunas inerente a cada método (WHO, 2014).

Dentre os métodos recomendados, estdo o uso de aparatos impregnados com
piretroides, classe de inseticidas que apresentam varios efeitos na biologia de insetos
expostos (WHO, 2014), como repeléncia por hiperexcitabilidade, (Meyer, 1989), efeito
knock down (Page et al.,1949), e morte (Narahashi, 1996). Dentre os recomendados pela
OMS para uso como repelente espacial, esta a transflutrina. (WHO, 2014).

A transflutrina possui alta pressao de vapor, diferentemente de outros piretroides,
0 que permite uma evaporacdo passiva do composto em temperatura ambiente,
dispensando a necessidade de uma fonte de energia externa para volatilizacdo (McPhatter
et al, 2017; Kline & Urban, 2018). Visto isso, varios modelos de liberadores passivos
confeccionados com materiais téxteis de baixo custo e facil manufatura, como a juta, vem
sendo avaliados visando contornar as limitacdes dos repelentes passiveis dependentes de
energia externa (Ogoma et al, 2012; 2017; Masalu et al, 2017; Mmbando et al 2019;
Tambwee et al, 2020).

Visto essas caracteristicas, varios estudos tem investigado o efeito de tecidos de
jutaimpregnada com transflutrina na biologia de insetos vetores. Em condi¢Ges de campo,
tiras de poliéster com 3 semanas de impregnacdo com transflutrina foram capazes de
causar efeito knock down e uma pequena taxa de mortalidade em An arabiensis (Andrés
et al., 2015). Cadeiras que continham tira de juta impregnada com transflutrina embaixo
do assento foram capazes de causar mortalidade em An. arabiensis (99.4%) e An.
funestus (100%) em 24h. Experimento realizado por Martin et al (2020), no Vietn3,
demonstrou que um tecido de juta impregnado com transflutrina (2%) foi capaz de
provocar knock down e mortalidade em mosquitos do género Anopheles que estavam a
até 4m da fonte do repelente espacial. Esses estudos mostram que emanadores passivos
que utilizam a tecidos de juta como matriz liberadora sdo capazes de funcionar em
temperaturas ambientes atraves de vaporizagao de compostos ativos volateis. Também ja
foi observado que a transflutrina, quando apresentada em formas de bobinas
combustiveis, é capaz de provocar reducdo hematofagica em An gambiae s.I, 0 que pode

significar uma reducdo da circulacdo de patégenos, como virus e protozoarios (Ogoma et
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al., 2014). Além disso, a transflutrina tem uma toxicidade muito baixa para vertebrados

e é classificada como de improvavel apresentar risco agudo em uso normal (WHO, 1997)

Portanto, os objetivos deste trabalho foram:

2. Objetivos

2.1 Geral
Avaliar o efeito da exposicdo a transflutrina na biologia de fémeas de Aedes

aegypti, em laboratorio e semicampo.

2.2 Especificos

- Avaliar o efeito knock down e mortalidade de fémeas de Ae. aegypti
expostas a transflutrina em olfatdbmetro horizontal de dupla escolha em
condigdes de laboratorio;

- Avaliar o efeito knock down e mortalidade de fémeas de Ae. aegypti
expostas a correntes de ar contendo transflutrina em condicdes de laboratorios;

- Avaliar o efeito knock down, mortalidade e alimentacdo sanguinea de
fémeas de Ae. aegypti expostas a transflutrina em condi¢des de semicampo.

3. Material e Métodos

3.1 Local do estudo

Os experimentos foram realizados em salas aclimatizadas e em semicampo do
Laboratorio de Inovacdo Tecnologica e Empreendedorismo no Controle de Vetores
(Lintec), localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Parte dos experimentos foram realizados em laboratério.

Os testes de olfatometria foram realizadas em uma sala (2,5x3,0m) com
temperatura e umidade relativa do ar (UR) controladas (27,5+1,5°C, UR 60 + 5%)
contendo uma antesala de tela de nylon para evitar o escape de mosquitos, enquanto que
os testes de corrente de ar foram realizados em uma bancada de laboratério (2,5m x
0,23m).
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3.1.2 Semicampo

O semicampo consiste em uma estrutura de paredes laterais externas com tela de
metal inoxidavel, teto de polietileno (malha 72,1 mm) e piso coberto por pedra do tipo
brita. Um sistema automatico de arrefecimento permite o controle e as condicOes
ambientais (temperatura e UR), que foram medidas por meio de termo-higrometros. O
interior dessa estrutura é composto por duas cadmaras de tamanho regulavel de
aproximadamente 29m? cada (2,5m x 11,2m), revestidas com tecido do tipo voil (Roque
& Eiras, 2008) (Figura 5).

Figura5. llustracdo e imagens das estruturas externa e interna da area de semicampo do Laboratério
de Inovacdo Tecnologica e Empreendedorismo em Controle de Vetores — Lintec . O semicampo esta
localizado no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
Minas Gerais.

3.2 Mosquitos
Nos experimentos foram utilizados mosquitos da espécie Ae. aegypti criados em
laboratdrio no insetario do LINTEC. Os mosquitos foram criados em insetario e mantidos

em salas aclimatizadas (27+2°C, UR 80 + 5% e fotoperiodo 12:12h). Os ovos foram
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colocados em cubas plasticas (22 x 30x 7cm) contendo 1,5L de agua desclorada, para
eclosdo das larvas. As larvas foram alimentadas com racdo para reptil (ReptoLife®
Alcon, Brasil). Adultos de Ae. aegypti (machos e fémeas) foram mantidos em gaiolas
teladas (30 x 30 x 30cm) (Bugdorm-1, MegaView Science Co., Ltd. Taiwan), contendo
solucéo de sacarose a 10% para alimentacdo ad libitum. As fémeas F2 e F3, nuliparas e
com 5 a 7 dias de idade foram utilizadas nos experimentos e ndo receberam alimentagéo

sanguinea e estavam em jejum de sacarose por 24h antes de cada teste.

3.3 Impregnacéo das tiras de juta

As tiras de juta que utilizadas nos experimentos foram anexadas as sandalias serdo
impregnadas com o piretroide transflutrina (TC 99%, Bayer S.A., Alemanha) e secaram
em local seco e arejado por 24h antes do inicio dos testes. A metodologia de impregnacéo
de transflutrina ndo ser& descrita aqui para preservar o direito de Protecdo Intelectual

(Deposito de Patente ou de know-how).

3.4 Olfatémetro horizontal de dupla escolha

A estrutura do olfatdmetro é de acrilico transparente composta por um tubo
principal (90 cm de comprimento x 12 cm de didmetro) e dois tubos de escolha (36,5 cm
de comprimento x 12 cm de diametro), conectados nas laterais opostas de uma caixa de
escolha (Figura 6) (Geier & Boeckh, 1999). O fluxo de ar que trespassa o olfatdmetro nos
experimentos foi gerado por um exaustor (Qualitas®, CQ1T4 SC - Motor WEG, poténcia:
0,5 HP) a uma velocidade de 0,32 m/s.
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Figura 6. Configuracdo do olfatbmetro horizontal de dupla escolha. 1: Gaiola de liberacdo; 2: tubo
principal; 3: cAmara de escolha; 4: tubo de escolha. 5: Compartimento de liberagdo de estimulo.
Representacdo da interpretacdo dos testes, de acordo com a localizagdo dos mosquitos ao final dos
experimentos: A = Mosquitos inativos; B, C e D; Mosquitos ativos (Mosquitos que voaram para fora da
gaiola de soltura); D: mosquitos atraidos. A seta indica a dire¢do do fluxo de ar. Fonte: Adaptado de Leme,
2013.

3.5 Avaliacéo do efeito knock down e mortalidade de fémeas de Ae. aegypti
expostas a transflutrina em olfatdmetro

O comportamento de fémeas de Ae. aegypti quando expostas a transflutrina
impregnada em tiras de juta foi avaliado em um olfatémetro horizontal. Primeiramente,
foram realizados testes de calibracdo para avaliar a frequéncia de escolha dos insetos
pelos dois bracos do olfatbmetro. Na calibragdo, ndo foi utilizado nenhum estimulo
olfativo no aparelho.

Para avaliar a exposicdo a transflutrina foram utilizados 10 mosquitos por gaiola
de soltura por teste, com 15 repeti¢cGes por tratamento. Os mosquitos utilizados foram
mantidos na gaiola de liberagcdo por 15 min., para aclimatagdo. Foi considerado como
comeco do teste a abertura da porta da gaiola de liberagdo, permitindo, assim, que 0s
mosquitos voassem contra a corrente de ar, dentro do olfatdmetro. O estimulo
(tratamentos) foi introduzido no olfatbmetro cinco segundos antes do inicio do teste e
cada repeticdo teve a duracdo de 1 min. A posicdo do estimulo foi alternada entre os
bracos do olfatdmetro a cada repeti¢éo para evitar tendéncias de respostas. Os tratamentos
avaliados foram os seguintes estimulos: (a) tiras de juta impregnadas com uma solugédo
de transflutrina a 2% (2% de transflutrina, 49% detergente e 49% de agua); (b) tiras de
juta impregnadas com uma solugédo de transflutrina a 8% (8% de transflutrina, 46%
detergente e 46% de agua); e (c) controle, odor humano dos dedos de voluntarios.

A resposta comportamental foi categorizada pelo nimero de mosquitos
encontrados nos diferentes compartimentos do olfatdmetro ao final dos testes e foram:
(1) inativos: mosquitos que ndo voaram e permaneceram na gaiola de liberacdo; (2)
ativos: todos os insetos, voando ou em repouso, fora da gaiola de liberagéo; e (3) atraidos:
insetos que voaram contra 0 vento e permaneceram dentro de algum tubo de escolha

(tratamento ou controle).

3.6 Avaliacao do efeito knock down e mortalidade de fémeas de Ae. aegypti

expostas a corrente de ar contendo transflutrina.
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Foram avaliadas tiras de juta com 160 cm?2 impregnadas com solucdo de
transflutrina a 8%. Os pardmetros avaliados nesse experimento foram: (a) Knock down e
(b) mortalidade. Em cada repeticdo, 25 fémeas de Ae. aegypti foram acondicionadas em
gaiolas teladas (30 x 30 x 30cm) (Bugdorm-1, MegaView Science Co., Ltd. Taiwan). As
tiras impregnadas com transflutrina foram colocadas a 50 cm ou a 100 cm da caixa
contendo 0s mosquitos, a uma altura de 25cm da bancada, e um ventilador elétrico (12V
e 14 cm de didmetro), que produzia uma corrente de ar constante (0,9 m/s), foi colocado
no lado oposto da gaiola contendo 0os mosquitos, a 50 cm das tiras impregnadas (Figura
7). A temperatura e umidade média do local foram medidas com um termo-higrémetro e

0 tempo de exposicao do experimento foi de 30 min.

(a) (b) (c)

Figura 7. llustragdo do desenho experimental para avaliar o efeito da exposi¢éo a transflutrina na
biologia de Aedes aegypti em laboratdrio. (a) Gaiola contendo 25 fémeas de Ae. aegypti; (b) Tiras de Juta
impregnadas com transflutrina ou controle; (c) Ventilador.

Apo6s a exposicdo foi observada a quantidade de mosquitos caidos em trés
momentos distintos: (1) logo apds o fim da exposicdo, (2) 1h apds o término da exposicao
e (3) 24h apos o término da exposicao. Mosquitos que estavam caidos logo apos e até 1h
ap6s a exposicdo foram considerados em knock down, enquanto mosquitos que
continuaram caidos apés 24h do final da exposicdo foram considerados mortos. Foram
realizadas 6 repeti¢des para cada tratamento (tira impregnada e controle), totalizando 300
mosquitos. Os mosquitos observados foram mantidos em condi¢Ges controladas, no

insetario do Lintec, descrita em detalhes no item 3.2 do Capitulo I.

3.7 Avaliacédo do efeito da exposi¢do a transflutrina na biologia de fémeas de

Aedes aegypti em semicampo
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Para avaliar o efeito da exposicdo a transflutrina, fémeas de Ae. aegypti,
confinadas em potes, foram posicionados a 0,5m e a 1,0m acima do solo em suportes de
madeira instalados a (i) 1,4m (ii) 4,2m; (iii) 7,0m e (iv) 9,7m de distancia de pedaco de
327cm2 de juta impregnada com transflutrina 8% e anexada a uma sandalia de borracha
(Figura 8A). Os potes de polipropileno (350 mL) utilizados para o confinamento dos
mosquitos foram adaptados com tela de nylon em duas faces paralelas, formando
aberturas de 4cm x 5,5cm, para permitir a circulagdo do ar e garantir que 0s mosquitos

entrassem em contato com a transflutrina liberada no ambiente (Figura 8B).

= . (a)
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- (c)

Altura (m)
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1,4 a2 7,0 9,7

Distancia em relagéo as sandalias (m)

Figura 8. llustracdo do desenho experimental para avaliar o efeito da exposi¢éo a transflutrina na
biologia do Aedes aegypti em semicampo (A) e pote de prolipropileno adaptado para o experimento
(B). (a) Camara do semicampo com 37m2; (b) Potes de propileno contendo os mosquitos; (c) Estacas de

madeira para posicionar os potes em diferentes alturas e distancias das sandalias (fonte de transflutrina).

Os mosquitos foram expostos as sandalias com tira de juta impregnadas com
transflutrina 8% ou ndo impregnadas (controle) durante 30 min, separadamente, sendo
realizado primeiro o teste controle para evitar contaminacao do ambiente com o repelente
espacial. Foram realizadas trés repeticdes do experimento e apds o término de cada
repeticdo, os mosquitos foram encaminhados ao laboratorio, onde foram avaliadas as
seguintes respostas: (a) efeito knock down (mosquitos que cairam durante o experimento,
mas se recuperaram até 1h apos o final da exposicao); (b) mortalidade (mosquitos que
morreram em até 24h ap6s o final da exposicdo); e (c) comportamento alimentar

(mosquitos que realizaram o repasto sanguineo apds a exposicao).
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3.7.1 Avaliacao do efeito knock down e mortalidade de fémeas de Aedes aegypti
expostas a transflutrina

Apos a exposicao a transflutrina 8% no semicampo, as fémeas foram observadas
em laboratdrio em periodos pré-determinados para avaliar o efeito knock down e a taxa
de mortalidade. Nos periodos logo apds o experimento (tempo 0), 1h, 12h e 24h apos a
exposicao, 0s mosquitos caidos no pote foram contabilizados e as fémeas caidas no tempo
0 e 1h pos-exposicdo foram consideradas knock down, enquanto as fémeas caidas no

periodo de 12h e 24h pds-exposic¢do foram consideradas mortas.

3.7.2 Avaliacdo do comportamento alimentar de fémeas de Aedes aegypti
expostas a transflutrina

Os mosquitos que permaneceram Vvivos receberam alimentacdo sanguinea 1h, 12h
e 24h apoOs a exposicdo a transflutrina 8%, com sangue de galinha (Gallus gallus
domesticus). O sangue foi adicionado no fundo (externamente) de um copo descartavel
de 50mL e coberto com uma camada de politetrafluoretileno (PTFE) formando uma
membrana (Siria et at., 2018) (Figura 9A). No interior dos copos foram adicionados 50
mL de agua a 37 °C, para manter o sangue aquecido. Em seguida, os copos foram
posicionados na superficie telada dos potes, de modo que 0s mosquitos conseguissem ter
acesso ao sangue, se alimentando através da membrana de PTFE (Figura 9B). Os
mosquitos foram alimentados durante 30 min ad libidum e, em seguida, a quantidade de

fémeas ingurgitadas foi contabilizada.
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Fonte: Siria et al.,2018. adaptado

Fonte: O autor

Figura 9. llustracdo da montagem do sistema de alimentacdo artificial com membrana de
politetrafluoretileno (A) e fémeas de Aedes aegypti sendo alimentadas com sangue de galinha (Gallus
gallus domesticus) (B). Adaptado de Siria et al. (2018).

3.8 Anélise de dados

Testes T de Student e Analise de Variancia (ANOVA) foram utilizados para
estimar as diferengas em cada experimento, respeitando a normalidade da distribuicéo
dos dados. No experimento realizado no olfatbmetro, as varidveis dependentes foram: (a)
média de mosquitos inativos; (b) média de mosquitos ativados; (c) média de mosquitos
vivos; (d) média de mosquitos mortos e (e) média de mosquitos atraidos, enquanto as
variaveis independentes foram (a) calibracéo; (b) voluntario humano e (c) transflutrina a
2% ou 8%. No experimento com correntes de ar contendo transflutrina, as variaveis
dependentes foram: (a) média de mosquitos caidos; (b) média de mosquitos em efeito
knock down e (c) média de mosquitos mortos, enquanto as variaveis independentes foram
(a) controle; (b) voluntario humano, (c) tempo apos exposicao (logo apos a exposicdo, 1h
apos exposicdo e 24h apos exposicdo) e (d) distancia das tiras de juta (0,5m e 1,0m).

No experimento realizado em semicampo para avaliar o efeito da exposicdo a
transflutrina na biologia dos mosquitos, as variaveis dependentes foram: (a) média de
mosquitos em efeito knock down; (b) média de mosquitos mortos e (c) média de

mosquitos alimentados, enquanto as variaveis independentes foram (a) sandalias controle;
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(b) sandalias tratadas com transflutrina, (c) tempo apds exposicéo (logo apos a exposicao,
1h ap6s exposicdo e 24h apos exposicdo) e (d) distancia das tiras de juta.

Em todas as analises, resultados com p-valor menor ou igual a 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas e graficos

foram realizados utilizando o software Graphpad Prism versdo 9.0.0.

4. Resultados

4.1 Avaliacéo do efeito knock down e mortalidade de fémeas de Ae. aegypti
expostas a transflutrina em olfatdmetro

Nos testes preliminares de calibracdo (sem estimulo olfativo) ndo houve diferenca
significativa na proporcdo de escolha dos bracos do olfatbmetro pelos mosquitos
(p>0,05). Portanto, considerou-se que o olfatdmetro horizontal de dupla escolha nao
apresentava nenhuma caracteristica que pudesse influenciar a escolha dos mosquitos por
um dos tubos de escolha em detrimento do outro.

A transflutrina provocou uma mortalidade nos mosquitos superior a 60% em
ambas as concentracdes utilizadas. Foi observada uma mortalidade de 61,14% de
mosquitos expostos a transflutrina 2% e 69,03% em mosquitos expostos a transflutrina
8%. Nos testes com voluntarios ndo observou-se mortalidade, enquanto no teste de

calibracdo a mortalidade foi inferior a 2% (Figura 10).
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Figura 10. Propor¢do média de fémeas de Aedes aegypti vivas ou mortas ap06s exposicao a tiras de
juta impregnadas com solucdo de transflutrina 2% ou 8%, em ensaio comportamental utilizando
olfatdbmetro horizontal de dupla escolha. (*) indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Entre os mosquitos que permaneceram vivos ao final do experimento, ndo houve
diferenga (p>0,05) entre os mosquitos que se locomoveram contra o fluxo de vento
(ativados) para os tubos de escolha contendo transflutrina 2% e 8% e 0s mosquitos que
permaneceram na gaiola de liberacao (inativos) durante o periodo do experimento (Figura
11). Os mosquitos foram mais atraidos para o tubo de escolha com o estimulo do odor
humano em relacdo ao tubo de escolha vazio (p<0,001), demostrando que as fémeas
utilizadas nos testes estavam em busca de um hospedeiro. Quando os mosquitos foram
expostos a transflutrina, os que foram ativados tiveram uma predilecédo ao tubo de escolha

com ar limpo (sem estimulo), em detrimento ao tubo com o repelente (Figura 12).
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Figura 11. Proporc¢do média de resposta de fémeas de Aedes aegypti a tiras de juta impregnadas com
solucdo de transflutrina a 2% ou 8% em olfatdmetro horizontal de dupla escolha. Inativas: mosquitos
gue ndo voaram e permaneceram na gaiola de liberacdo; Ativas: Mosquitos que sairam da gaiola de
liberagdo, atingindo as demais partes do olfatdbmetro. (*) indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 12. Resposta de fémeas de Aedes aegypti atraidas a diferentes estimulos em olfatbmetro
horizontal de dupla escolha. Ar: braco do olfatdbmetro com corrente de ar limpo, sem estimulo;
Voluntérios: brago do olfatdmetro associado a volateis dos dedos humanos; Transflutrina 2%: tiras de juta
impregnadas com solucéo de transflutrina a 2%; Transflutrina 8%: tiras de juta impregnadas com solugéo
de transflutrina a 8%. (*) indicam diferengas significativas (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

4.2 Avaliacéo do efeito knock down e mortalidade de fémeas de Ae. aegypti
expostas a transflutrina em um tunel de vento.

A transflutrina produziu o efeito knock down e mortalidade em todas as distancias
avaliadas. Mosquitos que foram expostos a transflutrina, independente da concentracao,
apresentaram uma maior média de knock down em todos os parametros analisados,
qguando comparados ao controle (p<0,05) (Tabela 1). Logo apds a exposicdo a
transflutrina, o efeito knock down foi superior nos mosquitos que estavam a 0,5m das
jutas impregnadas em relacdo aos que estavam expostos a 1m de distancia, porém nédo
houve diferenca significativa entre ambos os tratamentos (p>0,05).
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Tabela 1. Numero médio de fémeas de Aedes aegypti caidas logo apos, 1h (efeito knock down) e 24
horas (mortos) apo6s o final da exposicao a transflutrina em um tanel de vento.

Tempo Controle

Evento pos D'S(tr?]r)m'a (Média + '(I'I\r/laerclls;l;:lfgg? p-valor
Exposicéo EP) -
Logo apés 0,5 0+08 32,7 x 8,6b 0,0001
exposicao 1 0+0°2 18,7 +6,0° 0,02
Knock down
0,5 0+0@ 287+8,0°P 0,0007
1 hora
1 0+t0? 20,0+ 7,4° 0,0159
) 0,5 0+0? 40+ 1,4° 0,0049
Mortalidade 24 horas
1 0+0% 11,3+1,6°  <0,0001

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) em uma mesma linha.

Foi observada uma maior média de mortalidade (11,33%) em mosquitos que
estavam a 1m da fonte de transflutrina, quando comparados a mosquitos a 0,5m de
distancia (p<0,05). A média de mortalidade de mosquitos nas duas distancias analisadas

foram maiores do que seus respectivos controles (p<0,05) (Tabela 1).

4.3 Avaliacdo do efeito da exposicao a transflutrina na biologia de fémeas de

Aedes aegypti

4.3.1 Avaliacéo do efeito knock down e mortalidade de fémeas de Aedes aegypti
expostas a transflutrina

Durante o experimento foram utilizados um total de 5.724 mosquitos, dos quais
187 (3,26%) mosquitos entraram em knock down e 864 (15,1%) mosquitos morreram.
Em mosquitos que estavam posicionados ao nivel do solo e a 1,4m da fonte de
transflutrina, a média knock down foi de 33,06 + 8,4, sendo a maior média entre todos 0s
tratamentos avaliados e com maior diferenca com seu respectivo controle (p<0,0001)
(Figura 13). Mosquitos que estavam ao nivel do solo e a 9,7m de distancia da fonte de
transflutrina também apresentaram uma maior média de mosquitos caidos logo apos a
exposicdo em relacdo ao controle (p<0,05). Entre os demais tratamentos avaliados e seus

controles n&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Percentual médio (xEP) de mosquitos em efeito knock down ao nivel do solo e a 1m de
altura e em diferentes distancias da fonte de transflutrina. Colchetes representam diferencas estatisticas
entre os tratamentos e seus respectivos controles.
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Em todas as distancias e alturas analisadas foi observada maior mortalidade em
mosquitos expostos a transflutrina do que mosquitos expostos ao seu respectivo controle
(P<0,05), sendo que a maior diferenca foi observada em mosquitos que estavam ao nivel
do solo e a 1,4m da fonte de transflutrina (Figura 14). Comparando apenas mosquitos
expostos a transflutrina, nao foi observada diferenca entre as mortalidades nas diferentes

distancias (p>0,05).
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Figura 14. Numero médio (£ EP) de mosquitos mortos ao nivel do solo e a 1m de altura e em diferentes
distancias da fonte de transflutrina. Colchetes representam diferencgas estatisticas entre os tratamentos e
seus respectivos controles.

4.3.2 Avaliacdo do comportamento alimentar de fémeas de Aedes aegypti

expostas a transflutrina
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Dos 4.860 mosquitos sobreviventes, 1.849 (38,04%) foram capazes de efetuar a
alimentacdo sanguinea. Deste total 1.069 (57,81%) foram expostos as sandalias ndo
tratadas (controle). A transflutrina afetou a alimentacdo dos mosquitos somente 1h ap6s
a exposicao, no qual observou-se uma reducdo na média de alimentacdo nos mosquitos
posicionados a 1m de altura e a 1,4m e 7m de distancia da fonte de transflutrina, em
comparagdo aos seus respectivos controles (p<0,05) (Figura 15). Entretanto, ndo houve
diferenga nos demais tratamentos avaliados nesse mesmo periodo. Contudo, nos periodos
seguintes em que foi oferecido repasto sanguineo aos mosquitos, 12 e 24h apos a
exposicdo, ndo houve diferenca no numero medio de mosquitos alimentados expostos aos
diferentes tratamentos (p>0,05), indicando que em algum momento apds o primeiro
horéario de repasto (1h pds-exposicdo), 0s mosquitos retomaram a alimentacdo normal
(Tabela 2)

Tabela 2. Numero médio de mosquitos alimentados posicionados em diferentes alturas e distancias
da fonte de transflutrina em semicampo.

Tempo pos exposicao

Altura Distancia lhora 12horas 24horas

(m)

(m)

Controle Transflutrina  Controle  Transflutrina  Controle  Transflutrina
(Média + EP) (Média+ EP) (Média+ EP) (Média+ EP) (Média+ EP) (Média+ EP)

1,4 46,5+11,1* 485+145%  31,1+51° 42,8 +£9,8° 354 +3,3 57,8 +12,3°
4,2 37,3+7,37% 40,4+138  38,0+44% 36,7 £7,6% 36,8 £5,3* 59,6 + 8,5?
Solo 7 44,0+9,76* 46,5+155* 40,3+35° 27,9+6,7% 37,7+6,5° 57,9 +8,7%
9,7 359+1142 129+ 4,22 38,6 +4,7° 249 +6,7° 39,3+7,3 35,1 +4,6
14 57,5+7,6% 19,0 £5,5° 39,4 +£6,0° 34,5+ 3,3 38,5+4,9° 58,6 +9,8?
4,2 39,2 +8,0° 42,6 +12,1*° 347+64,9% 472+77,8 411+6,8° 50,6 +7,3%
1m 7 45,8 + 3,0° 25,4 +7,2° 32,4+49° 29,6 +8,7% 42,8 +7,8 40,0+ 7,78
9,7 37,8 +7,6 4441777  42,1+9,4° 33,2+8,00 37,5+10,0° 51,1 £6,5?

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa em cada periodo pds-exposicédo entre cada

grupo de de mosquitos expostos a transflutrina e seu respectivo controle (p<0,05).
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5. Discussao

No presente estudo, tiras de juta impregnadas com transflutrina foram testadas
como agente causador de knock down, mortalidade e inibidor de alimentagdo, em
experimentos realizados em condi¢6es de laboratdrio e de semicampo. Em condicgdes de
laboratério, foi utilizado um olfatdmetro de dupla escolha e um ventilador que emitia um
fluxo de ar constante. Testes realizados em laborat6rio permitem uma maior quantidade
de repeticOes diérias, devido a facilidade dos procedimentos pré e p6s experimentais, fato
que ndo ocorre em experimentos em area de semicampo, que exigem maior quantidade
de materiais e um tempo de preparo entre as repeticbes consideravelmente maiores
(Ogoma et al., 2012). Em contrapartida, estes testes reproduzem mais fielmente as
condicBes encontradas no dia a dia, devido aos fatores ambientais varidveis, como
temperatura, umidade do ar, velocidade e direcdo dos ventos (Knols et al, 2004;
Fergusson et al, 2008; Roque e Eiras, 2008; Ritchie et al, 2011).

A escolha do dispositivo usado como matriz liberadora de um repelente espacial
pode afetar sua eficacia. A utilizagdo de repelentes espaciais dependentes de fonte externa
de energia para funcionamento garante uma liberacdo constante. No presente estudo foi
utilizado um liberador passivo, cuja taxa de liberacdo ainda é desconhecida, sendo esse
um fator limitante do estudo. A versatilidade da juta permitiu sua apresentacdo em
diferentes tamanhos, podendo se adequar a metodologia utilizada em cada experimento.
Masalu et al., (2017) utilizaram cestos e placas decorativas confeccionados com a juta
impregnada com transflutrina em locais de grande circulacdo de pessoas, na Tanzania, e
observaram que 0s aparatos foram capazes de reduzir a frequéncia de picadas de An
arabiensis em até 89%. No mesmao pais, tiras de juta impregnadas com transflutrina foram
utilizadas para a confeccdo de sandalias reduziram o pouso de An gambie s.I em
voluntarios em cerca de 59% (Sangoro et al., 2020)

Em testes utilizando olfatdmetro horizontal de dupla escolha observou-se efeito
repelente e mortalidade nos em Ae. aegypti, induzido pela transflutrina. A variacdo na
mortalidade dos mosquitos que foram expostos a diferentes concentragdes de transflutrina
(2 e 8%) sugere que, assim como ocorre com efeitos repelentes, pode existir um limiar de
concentracéo para a letalidade (Fradin & Day, 2002; Ogoma et al, 2014). Em um estudo
da repeléncia da Icaradina utilizando o0 mesmo tipo de olfatbmetro, foi observado que a
transflutrina atingiu 0 mesmo nivel de repeléncia da Icaradina, porém em uma

concentracéo 333 vezes menor (0,03mg) (Netwing et al, 2017).
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Ainda em condi¢bes de laboratdrio, em testes utilizando correntes de ar em
sistema aberto, a transflutrina 8% provocou maior taxa de knock down (paralisia) em
comparacao a taxa de mortalidade, independente da distancia da fonte de transflutrina
(50cm ou 100cm). Um experimento realizado no Vietnd demonstrou que um tecido de
juta impregnado com transflutrina (2%) provocou knock down e mortalidade em
mosquitos do género Anopheles que estavam a até 4m da fonte do repelente espacial.
(Martin et al., 2020). Esse resultado sugere que a transflutrina é capaz de causar efeitos
na biologia de diferentes espécies de vetores com importancia epidemioldgica.
Experimentos utilizando um emanador comercial a pilha OFF! Clip-on (S.C. Johnson &
Son, Inc) cujo principio ativo era metoflutrina (31,2%) induziram taxas semelhantes de
efeito knock down e mortalidade em fémeas de Ae aegypti expostas a 30cm e 60cm da
fonte do repelente espacial. Porém, a uma distancia maior da fonte emanadora (90cm)
ndo foi observado efeito knock down nem mortalidade nos insetos (Bibbs & Xue, 2016).
Nossos resultados sugerem que a transflutrina, mesmo em uma concentracao cerca de 4
vezes menor, é capaz de afetar mosquitos que estdo em uma maior distancia, quando

comparada com a metoflutrina.

Em testes no olfatdmetro no presente estudo, observou uma maior taxa de
mortalidade do que de efeito knock down. Ja o contrario foi observado em testes utilizando
correntes de ar geradas por um ventilador. Tal diferenca no efeito da transflutrina nos dois
sistemas pode ter ocorrido pelo fato do olfatbmetro, por ser um sistema fechado,
direcionar o fluxo de ar totalmente para 0s mosquitos, evitando a dissipa¢cdo do composto
analisado para o ambiente e induzindo um aumento do efeito letal do piretrdide.

O fato de os mosquitos estarem confinados em sistemas fechados durante os testes
em laboratério foi um fator limitante do estudo. Uma vez que a utilizagdo de repelentes
espaciais se da normalmente em areas abertas, 0s mosquitos, em condi¢Bes naturais, estao
propensos a entrarem em contato com uma menor concentragdo de repelente do que
mosquitos confinados em caixas ou gaiolas (Hougard et al., 2003, Ogoma et al, 2014).

No presente estudo, a transflutrina 8% reduziu a hematofagia de Ae. aegypti que
estavam somente a 1m de altura do solo e a 1,4m e 7,0m de distancia da fonte de
transflutrina. Em estudos utilizando cabanas experimentais em semicampo na Tanzania,
bobinas de transflutrina (0,03%) reduziram a alimentagdo em 98%, metoflutrina
(0,00625%) em 93% e DDT impregnado nas paredes em 77% em Anopheles gambiae
(Ogoma et al, 2014a). Em outro estudo realizado em uma camara Peet Grady (estrutura

31



fechada utilizada para testar produtos inseticidas em insetos, feita de aco, aluminio ou
vidro de 1,80m x 1,8m x 1,8m), contendo um ventilador no interior que garante um fluxo
continuo de ar) (WHO, 2009), Ogoma e colaboradores (2014b) observaram que
mosquitos An. gambiae s.s, quando expostos a fase de vapor de transflutrina (0,015, 0,030
e 0,045%) emanadas de bobinas, na presenca de um ventilador, apresentaram uma
reducdo de até aproximadamente 30% na alimentacdo sanguinea. Tais caracteristicas
podem ter potencializado a atuacgdo da transflutrina como agente inibidor de alimentacao
sanguinea, mesmo em baixas concentraces. O fato de Ogoma e colaboradores terem
usado um repelente espacial dependente de combustdo tanto nos testes em cabanas
experimentais quanto nos testes utilizando a camara Peet Grady pode ter influenciado na
quantidade de mosquitos que nao conseguiram realizar o repasto sanguineo. Além disso,
a utilizacdo de outra espécie de mosquito pode ter influenciado na resposta alimentar apds
contato com o inseticida, uma vez que diferentes espécies de mosquitos podem apresentar
comportamentos alimentares e respostas a estimulos diferentes entre si.

A inibi¢do da hematofagia é uma forma muito eficiente de evitar a transmissdo de
arboviroses, uma vez que a diminuicdo da alimentacdo sanguinea possivelmente
prolongara o ciclo gonotrofico, podendo alterar a capacidade vetorial dos mosquitos.
(Debboun et al., 2006). A capacidade da transflutrina em causar knock down e
mortalidade pode ser vista, de maneira pratica, como um efeito similar a repeléncia, uma
vez que impedira a realizacdo do repasto sanguineo (Nentwig et al, 2017). Além disso,
a inibicdo da capacidade alimentar ndo contribui para a selecdo de mosquitos resistentes
a inseticidas, por ndo selecionar mosquitos resistentes (Achee et al., 2009).

Visto isso, a transflutrina pode ser utilizada como principio ativo de repelentes
espaciais passivos, uma vez que a inducdo de morte e efeito knock down impede a
realizacdo de picadas por Aedes aegypti, fornecendo protecdo. A inibicdo da hematofagia
também ¢é um efeito importante, uma vez que com a alimentacdo sanguinea
comprometida, a circulacdo de patogenos veiculados por esse vetor € diminuida,

resultando em uma diminuicgéo de doengas.

6. Concluséo
- A transflutrina a 2% e 8% foi capaz de provocar efeito knock down e mortalidade

em fémeas de Ae. aegypti;
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- Houve maior taxa de mortalidade do que de efeito knock down em fémeas de Ae.
aegypti expostas a transflutrina em olfatdmetro de dupla escolha;

- Em testes utilizando corrente de ar, a transflutrina foi mais eficaz em provocar
efeito knock down do que mortalidade em fémeas de Ae. aegypti;

- A transflutrina 8% reduziu a alimentacdo sanguinea de fémeas de Ae. aegypti
somente até 1h ap0s a exposicao, quando estavam a 1m de altura e nas distancias de 1,4m
e 7,0m da fonte de transflutrina.

33



CAPITULO Il

Avaliacdo do efeito repelente de sandalias impregnadas com n transflutrina contra

picadas de Aedes aegypti
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1. Introducéo

Devido ao grande impacto sdcio-econémico de arboviroses transmitidas pelo
Aedes aegypti, como Dengue, Zika e Chikungunya (Ministério da Saude, 2002, 2014;
Garcia, 2018), existe a necessidade de desenvolver e implantar ferramentas
complementares ao controle deste vetor, que possam reduzir as picadas de mosquitos, e
consequentemente, a circulacdo dessas arboviroses (Achee et al, 2019). Segundo a
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2009, 2013), os repelentes espaciais sdo métodos
complementares para a reducdo da transmissdo de arboviroses transmitidas pelo Ae.
aegypti, pois evitam o contato humano-mosquito, interferindo na resposta do vetor aos
estimulos quimicos que indicam um hospedeiro em potencial (Achee et al., 2012; WHO,
2009, 2013).

Atualmente, os repelentes espaciais mais utilizados pela populacdo em geral sdo
emanados por dispositivos que precisam de fonte de energia externa, como a queima ou
eletricidade para funcionamento. Essa caracteristica, em muitos casos, pode dificultar ou
impossibilitar seu uso, além da limitacdo de mobilidade desses dispositivos. Para terem
protecdo ao ar livre, os modelos de repelente espaciais devem ser desenvolvidos para
promover a protecdo do usuario dentro do domicilio ou quando este estiver ao ar livre.

Mosquitos vetores de doencas apresentam uma atratividade por determinadas
areas do corpo humano que sdo mais atrativas, como por exemplo pernas e pés
(Smallegange et al., 2011; Braack et al., 2015). A protecdo dessas partes do corpo pode
resultar em uma significativa reducéo de picadas, e consequentemente um aumento na
protecdo do usuaro. Com isso, aparatos impregnados com repelentes que possam reduzir
a aproximacdo de insetos vetores, sobretudo nessas areas do corpo, vem sendo
desenvolvidos nos ultimos anos. Tecidos de juta impregnadas com o piretdide
transflutrina foram eficazes em fornecer cerca de 90% de protegéo contra picadas de An.
Arabiensis por até 6 meses (Ogoma et al. 2012). Objetos de uso diario confeccionados
com juta e impregnados com transflutrina também tiveram suas eficacias como repelente
espacial avaliados. Bancos de madeira com uma camada de juta tratada com transflutrina
sob o assento, colocados no peridomicilio, demonstraram ser efetivos na reducdo de
picadas de An. arabiensis e Culex spp., tanto na estacdo seca quanto chuvosa (Masalu et
al., 2020). Recentemente, sandalias fabricadas com tiras de juta impregnadas com

transflutrina apresentaram uma reducéo de 37% de pousos de Ae. aegypti e 70% no pouso
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de An. gambiae s.I em pessoas que utilizavam esses calcados em uma area rural da
Tanzania (Sangoro et al., 2020).

Dessa forma, além do beneficio em reduzir picadas de mosquitos em geral no ser
humano (Braack et al, 2015; Durrheim & Govere, 2002), a utilizacdo aparatos
impregnados com repelentes espaciais, como calcados, garante ao usuario estar sempre
dentro da bolha de protecdo fornecida pelo repelente (Ogomoa et al, 2012; Govella et al,
2015; Masalu et al, 2017; Sangoro et al, 2020).

2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Avaliar o efeito repelente de tiras de juta impregnadas com transflutrina contra

picadas de Aedes aegypti.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito repelente de tiras de juta impregnadas com transflutrina
utilizando caixas de exposicdo BG-Cage, em condi¢des de laboratorio.

- Desenvolver protétipos de sandalias com tiras de juta impregnadas com
transflutrina e avaliar o efeito repelente em Ae. aegypti

- Avaliar o efeito repelente de sandalias com tiras de juta impregnadas com

diferentes concentracdes de transflutrina em Ae. aegypti

3. Material e Métodos

3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado na area de semicampo do Laboratério de Inovacdo
Tecnologica e Empreendedorismo no Controle de Vetores (Lintec), localizado no
Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de Minas Gerais. A estrutura
da area de semicampo esta descrita em detalhes no item 3.1.2 do Capitulo I. As duas
camaras (29m?) foram utilizadas no estudo, no entanto, para a realizacdo de alguns

experimentos foi necessario ajustar o tamanho de uma das camaras para 12,5mz2,

3.2 Mosquitos
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Os mosquitos utilizados foram obtidos da colénia do insetario do LINTEC. As
informacdes sobre a colbnia e sua manutencdo, bem como a condi¢cdo dos mosquitos

utilizados no experimento, esta descrita em detalhes no item 3.2 do Capitulo I.

3.3 Voluntarios

Para avaliar a eficacia das sandalias em proteger as pessoas contra picadas de
mosquitos, quatro voluntarios, dois do sexo masculino (RDS e TBR, ambos com 26 anos)
e duas do sexo feminino (EFM, 43 anos, e MCM, 19 anos). Os voluntarios receberam
treinamento para os testes de recaptura de mosquitos com um aspirador manual de Castro
e foram instruidos a ndo usarem produtos que pudessem alterar o odor natural do corpo
durante os testes, bem como a evitar a ingestdo de alcool e uso de cigarro por 24h antes
dos experimentos. Durante 0s experimentos, 0s voluntarios permaneceram sentados em
cadeiras de plastico e usaram um macacéo de polipropileno SMS branco Steelgen Confort

(Vicsa®, Brasil), deixando expostos apenas o rosto, as pernas e 0s pés, para evitar picadas

dos mosquitos nas outras partes do corpo (Figura 15)
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Figura 15. Voluntario realizando recaptura de mosquitos com o auxilio de um Capturador de Castro,
na camara de testes do semicampo.

3.4 Tiras impregnadas com transflutrina e Sandalias repelente

Os prototipos das sandalias repelente foram confeccionados a partir de adaptacGes
em sandalias Havaianas Tradicional (Alpargatas S.A), nas quais tiras de juta impregnadas
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com o piretréide transflutrina (TC 99%, Bayer S.A., Alemanha) foram anexadas as tiras
de borracha das sandalias. O processo de impregnagdo das tiras de juta ndo sera descrito
em detalhes devido a segredo de patente ou de know-how.

3.5 Avaliacdo do efeito repelente de tiras de juta impregnadas com
transflutrina utilizando caixas de exposicdo BG-Cage

Foram utilizadas caixas de repeléncia BioGents Cages (BG-Cage) (Obermayr et
al., 2010) para a avaliacdo de repeléncia de tiras de juta (9 cm x 4cm) impregnadas com
2% e 8% de transflutrina. A BG-Cage consiste em uma caixa com um volume aproximado
de 0,027 m® (41 x 41 x 16 cm), com as paredes laterais feitas de aluminio e a parede
frontal feita em acrilico transparente. O piso da gaiola é feito de uma chapa metélica e a
parte do fundo é coberta por um tecido tipo gaze para permitir a liberacdo dos mosquitos
(Figura 16A). A chapa metalica que compde o0 piso possui uma janela de teste de 56 cm?
(14,8 x 3,8 cm), cortada no centro da borda frontal. O teto da gaiola contém uma abertura
conectada a um sistema de ventilagdo de ar que permite a circulagdo de ar quente e imido
(26 £ 1°C e 60 £ 5% UR) a uma taxa de fluxo de 40-80 cm/s na gaiola entre os testes
(Figura 16B). Antes do teste, uma estrutura de metal, um pouco maior que a abertura da
janela de teste, foi montada em um trilho abaixo da mesma, que era aberta no inicio de
cada teste. A armacdo metalica foi utilizada como espacador para manter o brago do

voluntario a uma distancia definida de 150 mm da janela de teste (Obermayr et al., 2010).

-

Figura 16. Caixa de repeléncia BioGents Cage (A) e estrutura do sistema de ventilagéo (B).

Para a realizacdo do teste, um voluntério posicionou o antebraco abaixo da caixa

de repeléncia, préximo a abertura inferior, onde as fémeas atraidas pousaram para tentar
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realizar o repasto sanguineo. Os tratamentos avaliados, nessa ordem, foram: (a) controle
(antebraco do voluntério sem tira de juta); (b) antebraco do voluntario com uma tira de
juta sem impregnac&o; (c) antebraco do voluntario com uma tira de juta impregnada com

solucdo de transflutrina a 2%; e (d) antebrago do voluntario com uma tira de juta

impregnada com solucéo de transflutrina a 8% (Figura 17).

Figura 17. Experimento de teste de repeléncia de mosquitos Aedes aegypti por tiras de juta
impregnadas com transflutrina utilizando caixas de repeléncia BioGents Cage. (A) Caixas de
repeléncia com tira de juta sob o antebraco de um voluntério; (B) Voluntario com o antebraco sob a parte

inferior da caixa de repeléncia, realizando o experimento.

Durante o periodo de teste, 0 antebrago dos voluntérios foi observado através das
paredes translicidas da BG-Cage e o nimero de sondagens (comportamento do inseto
caracterizado pelo pouso no hospedeiro e inicio da canulagdo dos vasos sanguineos para
alimentacdo) dos mosquitos foi contabilizado. A eficacia de protecdo da transflutrina foi
calculada em comparagdo com o numero de tentativas picadas no braco associado a tira
controle e no brago com tira tratada, de acordo com a formula de protecéo.

Trinta e cinco fémeas de Ae. aegypti foram utilizadas em cada tratamento, as quais
foram colocadas dentro das caixas de repeléncia por 5 min, para aclimatacdo. Apos esse
periodo, o fluxo de ar foi ligado por mais 3 min. para finalizar a aclimatacao dos insetos.
Em seguida, os voluntarios posicionaram o antebraco com uma tira de juta (impregnada
ou ndo) sob a janela de teste e a contagem de mosquitos que se aproximaram foi realizada
por 2 min. Apds finalizar o teste, a janela foi fechada e o sistema de ventilagdo de ar foi
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conectado a gaiola por 3 min., para remover quaisquer odores remanescentes dos

voluntarios. Cada voluntario realizou 6 repeticbes para cada tratamento.

3.6 Procedimentos experimentais em Semicampo

Em todos os experimentos realizados no semicampo, as fémeas de Ae. aegypti
contidas em frascos telados foram posicionadas no piso da camara de teste para
aclimatac&o por 15 min. Apos esse periodo, o voluntério adentrava na camara e se sentava
em uma cadeira, enquanto uma pessoa do lado externo liberava 0s mosquitos através de
uma linha fixada na tampa do frasco. Apos 0s mosquitos serem liberados, o voluntario
iniciava a recaptura através do método de captura por atracdo humana, que consiste em
expor os membros inferiores para recapturar 0s mosquitos que se aproximavam e
pousavam (WHO, 1995). Os mosquitos recapturados foram armazenados em potes de
plastico devidamente identificados para posterior contagem. O tempo experimental de
cada teste foi definido de acordo com os resultados obtidos no experimento 1. Ao final
de cada teste, 0s mosquitos ndo recapturados foram eliminados com o auxilio de uma
raquete elétrica e um ventilador foi ligado dentro das camaras por 10 min para dissipar

possiveis odores residuais da transflutrina no interior da cdmara de teste.

3.6.1 Experimento 1: Determinagéo do tempo experimental e atratividade entre
os voluntarios

Para determinar o tempo de duracdo dos experimentos em semicampo e a
atratividade natural dos voluntarios, dois individuos foram avaliados simultaneamente na
camara de semicampo com 12,5m2 em um experimento de escolha binaria. Os voluntarios
foram posicionados sentados em cada uma das extremidades da cAmara a uma distancia
de 2,5m entre si e aproximadamente 60 mosquitos/teste foram liberados no centro da
camara, no ponto equidistante entre os voluntérios (Figura 18). Durante a recaptura dos
mosquitos, os voluntarios trocavam os potes em que eles eram armazenados a cada 5 min,
visando contabilizar o namero de mosquito recapturados nesse periodo. Todas as duplas
possiveis de voluntarios foram comparadas. Quatro repeti¢fes foram realizadas para cada
dupla de voluntarios e 0s mosquitos recapturados foram contabilizados para determinar
as diferencas na atratividade dos voluntarios. O tempo necessario para a recaptura de
aproximadamente 90% dos mosquitos foi considerado como o tempo de duracao de cada

repeticdo nos experimentos seguintes.
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Figura 18. Diagrama esquematico da posicdo dos voluntérios e local de liberacdo dos mosquitos,
representado na imagem pelo circulo, e voluntarios realizando teste de atratividade na camara de
testes do semicampo.

3.6.2 Experimento 2: Avaliacdo do tamanho da area de liberacdo das sandalias
impregnadas com transflutrina

Para avaliar a area de liberacdo para a translutrina, tiras de juta com diferentes
dimensGes anexadas as sandalias foram avaliadas neste experimento. As tiras de juta
foram impregnadas com solucéo de transflutrina a 8%, segundo estabelecido por Ogoma
et al (2012). Os tratamentos avaliados foram as sandalias contendo as tiras de juta com a)
10 cm?; b) 20 cm?; ¢) 40 cm?; d) 80 cmz; e) 160 cm?; e f) controle (tiras que nao foram
impregnadas com o repelente). Aproximadamente 50 fémeas de Ae. aegypti (dois potes
contendo 25 mosquitos cada) foram liberadas simultaneamente em dois pontos
equidistantes do voluntario, que estava posicionado no centro da camara (Figura 19).
Foram realizadas cinco repeti¢ces por voluntario para cada tratamento. O experimento
foi realizado na camara de semicampo de 12,5m?2 e o tempo experimental foi definido de
acordo com o experimento 1.
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Figura 19. Diagrama esquematico da posicdo do voluntario e locais de liberacdo dos mosquitos
(circulo) na camara de teste do semicampo.

3.6.3 Experimento 3: Avaliacdo da repeléncia de sandalias impregnadas com
diferentes concentracgdes de transflutrina

Sandalias cujas tiras foram impregnadas com diferentes concentracGes de
transflutrina foram avaliadas para testar a eficacia em proteger 0s seus usuarios contra
picadas de Ae. aegypti. Os tratamentos avaliados foram as sandalias com as tiras
impregnadas com solugbes de transflutrina a 2, 5, 8, 10 e 15% e controle (tira ndo
impregnada). Nesse experimento, aproximadamente 50 mosquitos foram liberados na
extremidade oposta ao voluntario (Figura 20) e quatro repeticbes foram realizadas. O

tamanho das tiras utilizadas foi baseado nos resultados obtidos no experimento anterior.

®
1,25m 10,7m 1,25m

Figura 20. Diagrama esquematico da posi¢do do voluntario e locais de liberagdo dos mosquitos
(circulo) na cAmara de teste do semicampo.
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3.7 Consideracdes Eticas

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
— CEP- UFMG (CAAE 63891816.2.1001.5149). Para a realizacdo da captura por atragdo
humana os voluntarios selecionados foram devidamente informados dos objetivos, riscos
e beneficios da pesquisa. Apos o consentimento oral, 0s voluntarios assinaram um Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.8 Anadlise de dados
A taxa de repeléncia (protecdo contra picadas de Ae. aegypti) oferecida pelas

sandalias foi calculada através da equacao:

Controle

Controle - Tratamento
Protecao (%) = ( ) X 100

no qual, Tratamento e Controle representam a quantidade de mosquitos
recapturados pelos voluntarios utilizando sandélias com o repelente e sem o repelente
(controle), respectivamente.

Analises de Variancia (ANOVA) foram utilizados para estimar as diferencas entre
0s tratamentos em cada experimento, respeitando a normalidade da distribuicdo dos
dados. No experimento com as BG-Cages, as varidveis independentes foram a juta sem
impregnacdo, e impregnadas com as diferentes concentrac6es de transflutrina, enquanto
as variaveis dependentes foram a média de mosquitos recapturados e a taxa de protecao.
Para 0s experimentos em semicampo, no experimento 1 as variaveis independentes foram
0s voluntarios, enquanto as variaveis dependentes foram as médias de captura de cada
voluntario. Nos experimentos 2 e 3, as varidveis independentes foram respectivamente
area de liberacdo de transflutrina e concentracdes da transflutrina, enquanto as variaveis
dependentes foram a média de mosquitos recapturados e a taxa de protecéo.

Em todas as analises, resultados com p-valor menor ou igual a 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas e graficos

foram realizados utilizando o software Graphpad Prism versdo 9.0.0.
4. Resultados

4.1 Avaliacdo do efeito repelente de tiras de juta impregnadas com

transflutrina utilizando caixas de exposi¢do BG-Cage
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As tiras de juta impregnadas com transflutrina se mostraram eficazes em reduzir
a quantidade média de tentativas de picadas de Ae. aegypti, quando comparadas com 0
controle e a tira controle (sem impregnacdo) (Figura 21). Entre as tiras impregnadas, a
com transflutrina 8% apresentou maior taxa de protecdo média que as tiras com
transflutrina 2% (p<0,05) (Figura 22). Foi observada uma maior taxa de protecdo em
voluntarios do sexo feminino nas duas concentragdes de transflutrina analisadas. Nao
houve diferenca na média de picadas entre o controle e a tira de juta sem impregnacao
(p>0,05).

60—_
‘\ -
m -
B -
= : .
= : .
o i
E  40-
m -
ho] -
w -
© -
T -
1+
4y .
2 ’
2 i
— 20_
o -
w i
ﬂ -
o] |
S ]
\0 i
= i

: J
Controle 0% 2% 8%
Tratamentos

Figura21l. Numero médio de tentativa de picadas de fémeas de Aedes aegypti por voluntarios durante
teste de repeléncia utilizando caixas de repeléncia BioGents Cage.
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Tabela 3. Numero médio de tentativa de picadas de Aedes aegypti e taxa de protecdo em voluntarios
com tiras impregnadas com diferentes concentracdes de transflutrina, em testes de repeléncia
utilizando caixas de repeléncia BioGents Cage.

Transflutrina 2% Transflutrina 8%
Voluntarios  Tratamento  mMedia  12@%  viedia  Taxade
(x EP) Orotecio (x EP) protecéo
) Controle 14,27 £ 0,82 15’40ai L
Masculinos 33,64%" 45.02%°
Tiras impregnadas 9,47 + 1,1° 8,47 + 1,5
o Controle 16,21 + 1,62 14,07 £+ 1,12
Femininos 38,27%" 49.29%"

Tiras impregnadas 10,00 + 1,2° 7,13 +1,0°

Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras mailsculas na mesma linha indicam diferenga

significativa (p<0,05).
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Figura 22. Taxa média de prote¢do contra picadas de fémeas de Aedes aegypti por voluntarios durante
teste de repeléncia utilizando caixas de repeléncia BioGents Cage.

4.2 1 Experimento 1: Determinagdo do tempo experimental e atratividade entre
0s voluntarios

Dos 1.178 mosquitos liberados no semicampo, o total de 1.068 (90,7%) foram
recapturados durante o experimento. Foi observada a recaptura de 63,4% (747) dos
mosquitos nos primeiros 5 min, atingindo 78,9% (929) apds 10 min e 89,1% (1051) ap06s
20 min (Figura 23). Os resultados demonstraram que a recaptura de aproximadamente
90% dos mosquitos liberados ocorreu com 20 min de experimento e, portanto, este foi 0

tempo estabelecido para 0s experimentos posteriores.
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Figura 23. Proporcao de fémeas de Aedes aegypti recapturadas durante 25 minutos de experimento
em semicampo. A linha pontilhada indica o tempo de experimento necessario para a recaptura de

aproximadamente 90% dos mosquitos liberados.

Nas quatro duplas de voluntarios avaliadas foi observada diferenca na atratividade

entre os individuos de sexo diferente (p<0,005), com a média de recaptura sempre maior
para 0os homens (46,3+9,7% a 60,6+7,8 %) do que para as mulheres (15,0+3,8% a 29,2+

2,6) (Tabela 4). Entre as duplas formadas por voluntarios do mesmo sexo ndo houve

diferenca significativa na média de recaptura dos mosquitos (p>0,05).

Tabela 4. Numero médio de fémeas de Aedes aegypti recapturadas por duplas de voluntérios e Risco

Relativo de Picadas (RRP 95% IC), em semicampo.

Dupla de Voluntérios Média(loie) ieé:gptura 95R02F|)C
d RDS-TBR & 32,545,7% — 40,8+ 4,42 -32,9a16,2
3 TBR-EFM Q 60,6+7,8% — 25,7+ 3,0° 12,4a57,5
4 TBR—-MCM @ 46,3+9,7% — 15,0+3,8° 0,9a615
4 RDS—EFM @ 50,0+3,4% — 29,2+ 2,6° 8,2a32,9
4 RDS — MCM @ 49,245 5% — 18,7+3,6° 7,5a53,4
Q EFM - MCM ¢ 29,544,7% — 49,145 42 -42,4a 3,1

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).
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4.3 Experimento 2: Avaliacdo do tamanho da area de liberacéo das sandalias
impregnadas com transflutrina

Foram recapturadas 3.684 (59,11%) fémeas de Ae. aegypti do total de 6.230
liberadas no experimento. Foi observado que, com excecdo das sandalias com area de
liberacdo de 10 cm?, todos os modelos avaliados tiverem uma média de mosquitos
recapturados menor do que a sandalia controle (p<0,05) (Tabela 5). Nao foi observada
diferenga na média de mosquitos recapturados entre as sandalias com diferentes areas de
liberacdo (P>0,05). Verificou-se que a taxa de protecdo das sandalias aumentava a medida
que a area de liberacdo aumentava, variando de 14,98% (10 cm?2) a 45,55% (160 cm?)
(Tabela 5). A sandalia com maior area de liberacdo conferiu a maior taxa de protecao
entre os modelos testados (p<0,05), e por isso foi escolhida como padréo para o proximo

experimento.

Tabela 5. Nimero médio de fémeas de Aedes aegypti recapturadas e taxa de prote¢do em voluntérios
utilizando sandalias com diferentes areas de liberacdo impregnadas com transflutrina 8%, em
semicampo.

Area de liberacéo Média de Taxa de protecéo
(cm?) recaptura (+ EP) (%)
Controle 67,61 + 4,2442 -
10 51,60 + 4,860? 14.982
20 47,39 + 5,528° 20.622
40 47,50 + 6,797° 24.842
80 41,66 + 5,570° 27.54°
160 36,63 + 5,941° 45.55°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 24. Taxa de prote¢do média contra picadas de fémeas de Aedes aegypti por voluntarios usando
sandélias com diferentes areas de liberacdo para a transflutrina, em semicampo.

4.4 Experimento 3: Avaliacdo da repeléncia de sandalias impregnadas com
diferentes concentracdes de transflutrina

Nesse experimento foram liberadas 7.674 fémeas de Ae. aegypti, das quais 4.640
(60,43%) foram recapturadas. As sandalias impregnadas com transflutrina, independente
da concentracédo, foram capazes de repelir os mosquitos quando comparadas ao controle
(<0,001) (Tabela 6). Apesar de ndo apresentar diferenca significativa na protecéo entre
as concentragdes de transflutrina avaliadas, a concentracéo de 2% ofereceu a maior taxa

de protecédo contra picadas, enquanto a de 10% ofereceu a menor taxa.

Tabela 6. Nimero médio de fémeas recapturadas de Aedes aegypti, Risco Relativo de Picadas (RRP
95% IC) e taxa de protecdo em voluntérios utilizando sandélias impregnadas com diferentes
concentracdes de transflutrina, em semicampo.

Meédia de 9 Taxa de
Tratamentos o anturax P RRT (99%IC) protecao (%)

p-valor

Controle 36,4+1,32 1 - -
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2% 17,8 +2,3° 0,59 (0,5-0,8) 51,1 <0,001
5% 21,8+1,9 0,55 (0,5-0,7) 40,1 <0,001
8% 23,7 +2,4 0,58 (0,5 — 07) 34,9 <0,001
10% 25,1+ 2,5 0,67 (0,6 —0,8) 31,0 <0,001
15% 19,8 + 2,0° 0,53 (0,4-0,7) 45,6 <0,001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

5. Discussao

A repeléncia conferida por tiras de juta impregnadas com transflutrina foram
testadas em condicdo de laboratdrio e semicampo.

Segundo as Diretrizes Para Testes de Eficacia de Repelentes Espaciais,
estabelecidos pela OMS (2013), estudos em laboratorio devem ser 0s primeiros a serem
realizados em uma bateria de testes visando observar a repeléncia de principios ativos.
Testes nestas condi¢fes necessitam de menos materiais e demandam menor tempo de
preparo nos periodos pré e pés teste. Além disso, estudos realizados em laboratério
permitem um maior controle e manipulagdo das condi¢cbes em que os testes sdo
realizados, como temperatura, umidade e velocidade do vento.

Dentre os testes em laboratorio preconizados para avaliacdo de repeléncia, esta o
Arm-in-Cage, em que um voluntério introduz um dos bragos contendo o repelente que
sera avaliado em uma caixa (40cm x 40cm x 40cm) com vetores de interesse e realiza a
contagem de aproximacdes (WHO, 2009). No presente trabalho, foi utilizado a BG-Cage
em detrimento ao Arm-in-Cage. A escolha da BG-Cage se deu ao fato dessa tecnologia
requerer menos mosquitos por teste, além de serem mais confortaveis para os voluntarios
humanos. Ademais, existe a minimizacdo de contaminacdo residual das superficies da
gaiola com repelente, uma vez que o composto ativo ndo é introduzido no aparato. A
presenca de um sistema de ventilacdo de ar fornece ar condicionado as gaiolas apds cada
teste individual, para expulsar e evitar qualquer acimulo de substancias de teste
(Obermayr et al., 2010).

O presente estudo na BG-Cage demostrou que tiras impregnadas com 2% ou 8%
de transflutrina foram capazes em provocar repeléncia contra fémeas de Ae. aegypti. A
transflutrina foi avaliada em diferentes estudos em varios tipos de aparelhos em
laboratdrios. Em testes utilizando gaiola dupla (duas gaiolas de plastico transparente,
conectadas por um tubo plastico com 33,5 cm de comprimento e 18 cm de didmetro, com
duas comportas rotativas, que interligam ou obstruem a conexdo entre as gaiolas) 0s

autores observaram que foi necessaria uma dose menor de transflutrina (0,03g), quando
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comparada a Icaradina (1mg) e oOleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum (L.))
(60mg) para provocar o mesmo efeito de repeléncia em fémeas de Ae. aegypti (Nentwig
et al, 2017). Em testes do tipo hand-in-cage, concentracdes de transflutrina de até 1ppm
(1 ng/cm?) foram capazes de causar repeléncia em fémeas de Ae. aegypti. Quando a
concentracdo foi aumentada cerca de 10x, também foi observada dificuldade de
locomocdo dos insetos (Andreazza et al, 2021). Bernier et al (2016), também usando a
metodologia hand-in-cage (modificagdo da metodologia Arm-in-cage, em que apenas a
méo €é introduzida na caixa de teste), observaram um efeito repelente contra fémeas de
Ae. aegypti, quando o voluntario estava utilizando um microdissipador de repelente
espacial contendo 4 pL de transflutrina para anlise (P.A).

Durante os testes utilizando a BG-Cage, foi observada uma dificuldade de vbo das
fémeas, caracterizados por v6os errante e quedas sucessivas. Segundo Narahashi et al.,
(2007), o modo de acdo dos piretroides se da no axénio do neurdnio dos insetos, onde
ocorre a sua ligacdo nos canais de sodio, deixando-0s sempre excitados e ndo permitindo
seu repouso. O comportamento observado dos mosquitos pode ter relagdo cm a maneira

de atuacdo deste composto.

Estudos de comportamento de mosquito em semicampo permite observar as
alteragBes comportamentais e bioldgicas se desenvolvam em um ambiente com condigdes
semelhantes aos naturais. Tal caracteristica pode revelar aspectos que poderiam passar
despercebidos em experimentos menores, normalmente conduzidos em laboratorio ou em
experimentos em larga escala, geralmente realizados em campo (Knols et al, 2004).
Estudos realizados em areas experimentais de semicampo apresentam algumas vantagens
guando comparados com experimentos realizados em condicGes de laboratorio, como a
influéncia de fatores ambientais, como vento, luz natural, temperatura e umidade. O fato
desses fatores ndo serem totalmente manipuldveis em condi¢des de semicampo permite
uma reproducdo mais fiel das variagbes ambientais encontradas no mundo natural,
potencializando a verossimilhanca dos dados obtidos em testes em semicampo com 0s
que seriam obtidos em um ambiente natural (Knols et al., 2004; Fergusson et al., 2008;
Roque e Eiras, 2008; Ritchie et al, 2011).

No presente estudo, o estabelecimento do tempo de duracdo dos experimentos
possibilitou um maior controle sobre os experimentos, além de conhecer o tempo de

resposta dos insetos na busca de um hospedeiro. Com a defini¢do de 20 min por teste foi
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possivel o planejamento do numero de testes didrios para 0s experimentos seguintes,
resultando na otimizacdo dos recursos disponiveis.

No experimento para a determinacdo da atratividade entre os voluntarios
demonstrou-se que existe diferenca na atratividade entre voluntarios de sexo oposto,
corroborando com dados obtidos por Rahm (1958) e Gilbert, Gouck, & Smith (1966), em
que voluntérios do sexo masculino atrairam uma maior porcentagem de Ae. aegypti do
que voluntérias do sexo feminino. As diferencas entre o metabolismo masculino e
feminino podem ter influéncia na liberacdo de cairorménios do homem e mulheres, fator
que pode influenciar a atratividade para insetos vetores (Giacomoni et al., 2009).

O presente trabalho demonstrou um aumento na taxa de protecdo em voluntarios
que utilizavam sandalias com maior area de liberacéo de transflutrina. Diferentemente,
Sangoro et al. (2020) ndo encontraram uma relacdo entre tamanho do substrato
impregnado com transflutrina e aumento de protecdo contra picadas de mosquitos. No
entanto, foi encontrada evidéncias que o tamanho das tiras impregnadas com transflutrina
proporciona uma maior protecdo contra picadas de outros mosquitos, como Anopheles
spp. e Culex spp. (Govella et al, 2015 Masalu et al, 2017; Ogoma et al, 2017). Essas
observac@es indicam que a area de superficie do substrato passivo pode ser um fator de
importancia a se considerar no desenvolvimento de dispositivos com repelentes espaciais,
uma vez que o tamanho da area de liberacdo pode influenciar na taxa final de liberacdo
de um repelente espacial no ambiente.

Todas as concentragGes utilizadas nos experimentos do presente trabalho
demostraram protecdo contra picadas de Ae. aegypti entre 31,0 a 51,1%. Estudos prévios
também ndo encontraram diferenca na reducdo de picadas de mosquitos em voluntarios
préximos a tiras de sisal impregnadas com 0,4 e 2% (Ogoma et al., 2017) e com 2 e 5%
de transflutrina (Sangoro et al. 2020). O fato de ndo ter diferenca na média de mosquitos
recapturados entre as diferentes concentracdes analisadas sugere que, assim como ocorre
em repelentes topicos, pode existir um limite na protecdo proporcionada por maiores
concentracdes de transflutrina. (Fradin & Day, 2002; Ogoma et al, 2014).

Interessante que, no presente estudo de semicampo, quando comparada a
recaptura de mosquitos por voluntarios no teste de atratividade (sem repelente) e que ndo
utilizavam sandalias impregnadas com transflutrina, houve a recaptura de 90,7% dos
mosquitos liberados, enquanto testes com dois voluntarios e somente um usando sandalia
usando transflutrina, houve a recaptura somente de 59,1%. Portanto, ocorreu uma redugéo

de aproximadamente 30% na recaptura de mosquitos, sugerindo que o uso de repelente
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espacial (sandalias impregnadas com transflutrina) pode reduzir atividade de procura do
hospedeiro para a hematofagia e, consequentemente protecdo contra o Ae. aegypti,
corroborando com outros estudos (Ogoma et al, 2012; Masalu et al, 2017, 2020; Sangoro
et al., 2020).

Futuros estudos visando determinar a taxa de liberacéo, avaliacdo da duracéo do
efeito repelente das sandalias impregnadas e testes dos prototipos em condi¢fes de campo
devem ser conduzidos, para aprimoramento e validacdo de sandalias impregnadas com

transflutrina como repelente espacial para protecao contra picadas de Ae. aegypti.

6. Conclusao

- Tiras impregnadas com solucdes de transflutrina a 2% e a 8% se mostraram
eficazes em reduzir tentativas de picadas de Aedes aegypti em voluntarios em testes
utilizando as BG-Cages em laboratério;

- A duracdo dos testes de semicampo foi padronizada em 20 min, devido a
recaptura de 90% dos mosquito liberados;

- Todas as concentrac@es de transflutrina utilizadas na impregnacao das sandalias
(2,5, 8, 10 e 15%) foram capazes de oferecer protecdo contra picadas de Aedes aegypti
aos voluntérios.

- Sandalias com tiras de juta com 160 cm2 impregnadas com transflutrina a 8%
apresentaram uma maior acdo repelente do que sandalias com tiras menores,
demonstrando que quanto maior a area de liberacdo, maior € a protecdo oferecida pelas

sandalias.

7. Consideracg0es Gerais

O presente estudo desenvolveu e avaliou prototipos de sandalias produzidas com
juta e impregnadas com o piretrdide transflutrina. A propriedade repelente da associacdo
entre a juta e a transflutrina contra mosquitos ja € bem estabelecida e demonstramos que,
além da inducdo de repeléncia que confere protecdo ao usuério, este repelente espacial
pode atuar como um inibidor da hematofagia em Ae. aegypti.
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Nos testes em laboratdrio, a transflutrina apresentou uma maior mortalidade do
que efeito knock down quando ministrada em um sistema fechado, e o perfil oposto foi

observado quando analisada em um sistema aberto.

Em condicBes de semicampo, a sandalia impregnada com transflutrina também
afetou a capacidade hematofagica em Ae. aegypti que estavam a 1m de altura e a
distancias de 1,4 a 7,0m. A capacidade reduzir a hematofagia de mosquitos que estavam
distantes da fonte de transflutrina é uma caracteristica importante para um repelente
espacial, ja que afeta mosquitos que estdo dentro do raio de acéo do repelente e ndo apenas

préximos ao usuério do repelente espacial.

O presente trabalho também desenvolveu protétipos de calgados impregnados
com transflutrina e avaliou-se sua aplicabilidade como repelente espacial. Foi
demonstrado que o tamanho da area de liberacdo de um repelente espacial passivo é uma
caracteristica importante no desenvolvimento deste tipo de aparato, uma vez que ha uma
associacdo positiva entre tamanho da area de liberacdo e capacidade de repeléncia.
Também foi avaliada a concentracdo de transflutrina utilizada nos prot6tipos e os
resultados sugerem existir um limiar méximo de concentracdo do principio ativo utilizado

para a conferéncia de protecdo de usuarios.

Uma limitagdo comumente relacionada a usos de repelentes tépicos é a ndo
reaplicacdo dos mesmos, uma vez que, mesmo em formulagbes com maiores
concentracdes, é recomendado que se facam varias reaplicacdes ao longo do dia, visando
a protecdo diuturna (Sangoro et al., 2014C; Lalani et al., 2016). Essa limita¢do pode ser
ocasionada por diversos fatores, desde a condi¢do socio-econémica de uma regido, até o
incbmodo com aumento de transpiracédo e alergias que aplica¢cdes continuas de produtos
topicos podem ocasionar (Barnard, 2005). A utilizacdo de um calcado como matriz
liberadora de repelente espacial consegue contornar essas limitagdes. Sendo uma sandéalia
um objeto de uso rotineiro e de grande aceitagéo, seu uso continuo é facilitado e o fato da
evaporacdo da transflutrina ocorrer naturalmente em temperaturas que favorecem a
atividade de mosquitos vetores faz com que ndo haja uma necessidade constante de
reaplicacdo de um composto repelente.

Contudo, outros estudos utilizando sandalias impregnadas com transflutrina
devem ser realizados em condicOes naturais de campo. Experimentos em condigdes de
campo sdo necessarios para a validacdo das sandalias também nesse ambiente. Testes de

durabilidade do repelente, resisténcia a lavagem e taxa de liberag&o do principio ativo séo
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necessarios, visando a viabilidade da utilizacdo de sandalias impregnadas como uma
medida de protecdo eficaz contra picadas de Ae aegypti. A utilizacdo de modelos de
calgados disponiveis no mercado como matrizes liberadoras de repelentes espaciais pode
ser avaliada, uma vez que esses modelos ja possuem aceitacdo popular. Por fim,
experimentos visando o desenvolvimento de novas matrizes liberadoras para a
transflutrina podem ser conduzidos, aumentando as possibilidades de apresentacdo do

repelente espacial, e assim poder ser adaptado as necessidades ou limitagfes dos usuarios.
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