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Andlise do uso de repelentes contra carrapatos da espécie Amblyomma
sculptum (ACARI: IXODIDAE) transmissores da febre maculosa brasileira

Beatriz Rodrigues de Barcelos

Resumo

A Febre Maculosa Brasileira, adquirida por meio da picada do carrapato-estrela
(Amblyomma sculptum) infectado, pode se tornar fatal se nao tratada
adequadamente. No contexto brasileiro, h4 escassez de informacdes sobre a
eficicia dos repelentes, em relacdo a espécie A. sculptum. Portanto, o objetivo dos
experimentos foi avaliar a repeléncia de produtos contendo os compostos DEET,
IR3535 e Icaridina e a possibilidade de indicagéo desses produtos para a repeléncia
de A. sculptum. Seis repelentes comerciais registrados na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) foram selecionados para o experimento: OFF!®,
Repelex®, Johnson®, Henlau®, Exposis® e SBP®, sendo dois de cada composto
mencionado. Trés bioensaios foram conduzidos para avaliar o comportamento dos
carrapatos: i) Bioensaio do Papel Filtro, ii) Bioensaio da Ponta do Dedo e iii) Teste
de Campo. Em todos os testes realizados, as formulagdes demonstraram elevada
atividade repelente, apresentando diferencas significativas (p<0,05), em relagcéo ao
grupo controle. No bioensaio do papel filtro, os produtos mais eficazes foram OFF!®
(97,08%), Repelex® (95,42%) e Exposis® (94,58%). Na avaliacdo da ponta do
dedo, o repelente OFF!® repeliu um nimero maior de carrapatos (174 ninfas), em
comparacao com Exposis® (100 ninfas) e Repelex® (86 ninfas). No teste de
campo, nao houve diferenca significativa entre a base Icaridina (Exposis®) e DEET
(OFF!® e Repelex®), ambas diferindo do controle (p<0,05). OFF!® apresentou o
melhor percentual de repeléncia (100%), seguido por Repelex® (96,8%) e
Exposis® (93,1%), considerando o periodo de duas horas do bioensaio. A
confirmacdo da eficAcia desses repelentes comerciais contra A. sculptum
apresentada neste estudo é de suma importancia, dado que esse carrapato € o
principal ectoparasita de seres humanos e pode transmitir Rickettsia rickettsii
guando infectado. Além disso, a eficiéncia desses repelentes contra outras
espécies de carrapatos que parasitam seres humanos também podera ser
explorada, em estudos futuros.

Palavras-chave: carrapato, febre maculosa brasileira, Amblyomma sculptum,
repelente.



Abstract

Brazilian Spotted Fever, acquired through the bite of an infected star tick
(Amblyomma sculptum), can become fatal if not treated properly. In the Brazilian
context, there is a lack of information on the effectiveness of repellents in relation to
the species A. sculptum. Therefore, the objective of the experiments was to evaluate
the repellency of products containing the compounds DEET, IR3535 and Icaridin
and the possibility of indicating these products for A. sculptum repellency. Six
commercial repellents registered with the National Health Surveillance Agency
(ANVISA) were selected for the experiment: OFF!®, Repelex®, Johnson®,
Henlau®, Exposis® and SBP®, two of each compound mentioned. Three bioassays
were conducted to evaluate tick behavior: i) Filter Paper Bioassay, ii) Fingertip
Bioassay and iii) Field Test. In all tests carried out, the formulations demonstrated
high repellent activity, presenting significant differences (p<0.05) in relation to the
control group. In the filter paper bioassay, the most effective products were OFF!®
(97.08%), Repelex® (95.42%) and Exposis® (94.58%). In the fingertip evaluation,
OFF!® repellent repelled a greater number of ticks (174 nymphs), compared to
Exposis® (100 nymphs) and Repelex® (86 nymphs). In the field test, there was no
significant difference between the base Icaridin (Exposis®) and DEET (OFF!® and
Repelex®), both differing from the control (p<0.05). OFF!® showed the best
percentage of repellency (100%), followed by Repelex® (96.8%) and Exposis®
(93.1%), considering the two-hour bioassay period. Confirming the effectiveness of
these commercial repellents against A. sculptum presented in this study is extremely
important, given that this tick is the main ectoparasite of humans and can transmit
Rickettsia rickettsii when infected. Furthermore, the efficiency of these repellents
against other species of ticks that parasitize humans can also be explored in future
studies.

Keyword: tick, brazilian spotted fever, Amblyomma sculptum, repellent.
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INTRODUCAO

1.1Febre Maculosa Brasileira

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) representa uma zoonose infecciosa
provocada por bactérias e disseminada mediante a picada de -carrapatos
infectados. E caracterizada por febre aguda e sintomatologia comum a diversas
outras enfermidades infecciosas, podendo resultar em hospitalizacdo devido a
guadros mais severos que, em alguns casos, culminam em o6bito (1). A deteccéo
precoce e o tratamento adequado sédo fundamentais para reduzir a morbidade e a
mortalidade associadas aos patégenos transmitidos por carrapatos. No entanto,
picadas de carrapatos nado identificadas, sintomas inespecificos e falta de
familiaridade com profissionais médicos podem dificultar o diagnéstico e o
tratamento oportuno (2).

Trata-se de uma riquetsose causada por bactérias da Familia
Rickettsiaceae, género Rickettsia. Sendo a riquetsose mais prevalente e
reconhecida causada pela bactéria gram-negativa intracelular obrigatéria Rickettsia
rickettsii (3) As riquetsioses pertencentes ao grupo da febre maculosa sdo doencas
zoonoticas, onde os seres humanos atuam como hospedeiros acidentais,
desempenhando um papel insignificante na manutencéo da circulacao da bactéria

(4).

Destaca-se que a bactéria Rickettsia rickettsii causa FMB com sintomas
graves, com registro no norte do estado do Parand e nos Estados da Regido
Sudeste do Brasil. A doenca causada pela bactéria Rickettsia parkeri tem sido
registrada em ambientes de Mata Atlantica (Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Bahia e Ceara), produzindo quadros clinicos menos graves (5).

Os primeiros relatos da FMB foram documentados nos Estados Unidos, mais
precisamente no Estado de Idaho, no inicio do século XX, recebendo entdo o nome
de Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (RMSF). A designagéo da doencga
teve origem em sua alta incidéncia nos estados norte-americanos atravessados
pela cadeia das Montanhas Rochosas. Posteriormente, Howard Taylor Ricketts foi
pioneiro no isolamento de R. rickettsii, elucidando aspectos epidemiologicos
significativos da enfermidade, que incluiram a participacdo de carrapatos em sua
transmissao e a dependéncia de hospedeiros silvestres para o ciclo de transmissao

(6).

No Brasil a doenga é denominada Febre Maculosa Brasileira (FMB), sendo o
primeiro relato de infec¢cdes por Rickettsiaceae datado em 1900, pelo Instituto
Bacteriol6gico de Sao Paulo, pelo Dr. Adolfo Lutz, sendo, em 1932, descritos casos
da infeccdo em humanos por José Toledo Piza no municipio de S&o Paulo,
denominando, na época, a infec¢ao de “tifo exantematico” (7).
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Devido a alta letalidade e a diversidade clinica, desde 2001 é uma zoonose
de notificacdo compulséria as autoridades locais de saude (8). Destaca-se que
atualmente as taxas de mortalidade variam entre 20% e 30% e, em casos nao
tratados, a letalidade pode chegar a 80% (9).

A investigacdo epidemioldgica da doenca deve ser iniciada imediatamente
apos a notificacdo, sendo a ficha de investigagdo que alimenta o Sistema de
Informacgdo de Agravos de Notificagdo do Ministério da Saude (SINAN-MS) - o
instrumento oficial de notificagdo. A importancia da notificacdo se deve também a
possibilidade de surto, sendo necessario a adocdo de medidas imediatas de
controle (8).

Verifica-se em estudos de andlises retrospectivas de dados aumento
progressivo no numero de casos confirmados de FMB ao longo dos anos,
fendmeno este mais relacionado com a aprimorada sensibilidade da vigilancia e a
implementacéo de técnicas diagndsticas, incluindo a inspecéo post mortem (1).

Os registros de ocorréncia da doencga acontecem tanto em areas rurais quanto
nas urbanas, praticamente em todo o Pais, sendo as regides brasileiras Sudeste e
Sul as de maior incidéncia de casos (10) (5). No periodo de 2007 a 2022, conforme
detalhado na Nota Técnica n° 75/2023-CGZV/DEDT/SVSA/MS (11), foram
diagnosticados 2.880 casos de febre maculosa no Brasil, sendo que 33% destes
casos (N = 931) resultaram em 6bito.

Por ser uma enfermidade sistémica, a febre maculosa brasileira pode
manifestar um curso clinico variavel, desde quadros classicos até formas atipicas
desprovidas de exantema. O inicio geralmente é subito e os sintomas sdo
inespecificos, incluindo febre, frequentemente elevada, cefaléia, mialgia intensa,
mal-estar difuso, nduseas e vOmitos. Em casos mais graves, o exantema evolui
para uma apresentacdo petequial e, subsequentemente, hemorragica,
caracterizada predominantemente por equimoses ou sufusdes. Em pacientes néo
tratados, as equimoses tém propensdao a confluéncia, podendo progredir para

necrose, especialmente em extremidades (12).

Os sintomas mais frequentemente observados em seres humanos infectados
incluem febre abrupta, mialgia, cefaleia e exantema, este ultimo surgindo entre o 2°
e o0 5° dia apds a infeccdo, além de hemorragia. Ocasionalmente, podem ser
observados sinais como fotofobia, vomitos, nauseas, dores abdominais e
manifestacdes neuroldgicas, presentes em cerca de 40% dos pacientes, e faléncia
renal aguda observada nos casos graves. A evolugcdo da doenca pode se dar de
forma assintomatica, com sintomatologia discreta até formas graves com elevada
taxa de letalidade (13)(14).

Na auséncia de tratamento, o quadro pode evoluir para um estagio de torpor
e confusdo mental, acompanhado por frequentes alteracbes psicomotoras,
culminando em coma profundo. Ictericia e convulsbes podem manifestar-se em
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fases mais avancadas da doenca. Nesse contexto, a letalidade, na auséncia de
intervencao terapéutica, pode atingir até 80% (15).

A aquisicao da doenca ocorre por meio da picada do carrapato, principalmente
de ninfas e larvas, quando este esta infectado pela bactéria Rickettsia que habita
glandulas salivares e ovarios de artropodes hospedeiros (16). Geralmente, a
transmissao efetua-se quando o artropode permanece aderido ao hospedeiro,
sendo relevante destacar que a doenca ndo possui transmissao entre seres
humanos (12).

Além dos carrapatos, podem ser considerados como reservatorios da bactéria
causadora de FMB, R. rickettsii, espécies de mamiferos e aves silvestres como:
capivaras, gambas, coelhos, equinos, cdes e outros animais domésticos e
silvestres. Destaca-se que capivaras, gambas e equinos tém participacao relevante
na cadeia epidemiologica da febre maculosa, pois amplificam as riquétsias,
alimentando e transportando carrapatos potencialmente infectados (8)(17).

Sobre a sazonalidade da FMB, observa-se um aumento expressivo de casos
entre os meses de junho a hovembro, sugerindo que 0s casos possam ter relacao
ao ciclo dos vetores transmissores da doenca, visto que nesse periodo ocorre
também um aumento da populacdo das ninfas dos carrapatos da espécie A.
Sculptum (18).

No Brasil, os principais vetores e reservatorios da FMB sdo os carrapatos do
género Amblyomma, tais como Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum e
Amblyomma ovale. No entanto, qualquer espécie de carrapato pode ser um
potencial reservatério de riquétsias (19). A. sculptum é o principal vetor da R.
rickettsii no Brasil, a qual pertence a um complexo de seis espécies (complexo
Amblyomma cajennense), com dois representantes no Brasil, A. cajennense (sensu

stricto) (s.s.) e A. sculptum (Berlese, 1888) (20).

1.2Transmissores da FMB

Carrapatos séo aracnideos pertencentes a ordem Ixodida e distribuidos em
quatro familias: Argasidae, Nuttalliellidae, Ixodidae e Deinocrotonidae (21). S&o
artropodes, ectoparasitos hematéfagos de animais silvestres, domésticos e
acidentalmente dos seres humanos. Possuem distribuicdo cosmopolita, ocupando
todas as seis regides zoogeograficas, principalmente os trépicos, estando presente
em todos os habitats (22)(23). De um modo geral, sdo registradas 951 espécies de
Ixodida (24)(25)(26); sendo que 70 espécies sdo consideradas estabelecidas no
Brasil. Do total dessas espécies, 47 sao da familia Ixodidae e 23 na familia
Argasidae. Os géneros Amblyomma (32 spp.) e Ornithodoros (18 spp.) sdo 0s mais
representativos (27).
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Entre as familias de carrapatos destaca-se a Ixodidae, pela capacidade de
transmissao de uma variedade de bioagentes que podem causar complicacoes a
saude de seus hospedeiros e, a depender da intensidade, pode levar a morte (28).
Ressalta-se que essa familia é subdividida em dois grupos, Prostriata e Metastriata.
O primeiro representado por um unico género, Ixodes (subfamilia Ixodinae) e o
segundo grupo com quatro subfamilias: Amblyominae, Haemaphysalinae,
Hyalomminae e Rhipicephalinae (29).

Na familia Ixodidae tem-se o género Amblyomma que apresenta grande
importdncia médica e veterinaria e ampla distribuicdo geogréfica nas regides
tropicais e subtropicais, sendo que 32 espécies sdo encontradas no Brasil (27).
Neste género tem-se a espécie A. sculptum, pertencente ao complexo A.
cajennense que se encontra distribuida na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil
(30). No Brasil, A. sculptum ocorre principalmente nos biomas do Cerrado, Mata
Atlantica, Pantanal e Caatinga (31).

A. sculptum é uma espécie de carrapato com ciclo de vida evolutivo dividido
em quatro estagios: ovo, larva, ninfa e adultos. E um trioxeno, ou seja, necessita
de trés hospedeiros para completar seu ciclo. Para cada instar esse periodo de
alimentacdo pode variar e, apés o ingurgitamento, o carrapato desprende-se do
hospedeiro e volta ao solo para mudanca de estadio de vida ou ecdise (larvas e
ninfas) e, no caso das fémeas ingurgitadas, para realizar oviposicao (32).

Em seu ciclo natural, esse carrapato completa apenas uma geragao por ano,
com cada uma de suas fases de vida predominando em diferentes épocas. As
larvas surgem no inicio do periodo seco, entre abril e julho, enquanto as ninfas
predominam de julho a outubro, abrangendo o final do periodo seco e o inicio das
chuvas. A presenca dos adultos coincide com 0os meses mais quentes e Umidos,
sendo mais proeminente de outubro a marco (33)(34)(35).

A variacdo populacional do carrapato A. sculptum ao longo do ano é
influenciada pelo periodo de diapausa comportamental das larvas, durante o qual
permanecem inativos no solo, sem se alimentar. As larvas que eclodem entre
outubro e marco, coincidindo com o periodo de atividade dos adultos, permanecem
no solo até abril. Somente nesse momento, as larvas saem da diapausa e iniciam
suas atividades de busca por hospedeiros, escalando folhas de capim e arbustos.
O término da diapausa € desencadeado por fatores como fotoperiodo e
temperatura (33)(36).

Do aspecto reprodutivo, uma unica fémea alimentada de A. sculptum, apos a
fertiizagdo pode depositar entre 5.000 e 10.000 ovos, os quais levam
aproximadamente 30 dias para eclodir. Devido a sua consideravel habilidade de
postura de ovos, essa espécie demonstra alto potencial de preservacdo e
multiplicacdo de alguns agentes patdgenos, podendo transmitir esses agentes tanto
transestadial quanto transovarianamente (37).
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Sobre a anatomia dos carrapatos, as larvas e ninfas distinguem-se dos adultos
nao so pelas dimensdes, como também pela auséncia do orificio genital. A larva
possui trés pares de pernas, enquanto a ninfa e adultos possuem quatro pares de
pernas. Com relacdo a distingdo de sexo, somente na fase adulta h4 distin¢cdo, na
fémea o0 escudo cobre somente a parte anterior do dorso e no macho cobre
inteiramente (38). Entre os 6rgdos internos desses acaros, as glandulas salivares
desempenham um papel crucial na regulacdo do equilibrio hidrodinamico do
carrapato, gerando e liberando diversas substancias que influenciam sua aderéncia
a pele do hospedeiro vertebrado e na regulacdo das respostas imunologicas e
hemostaticas deste ultimo, durante o processo de alimentacdo sanguinea (39).

Com relacédo a saude, trata-se de espécie de importancia tanto para saude
animal quanto publica, visto que a espécie esta envolvida na transmissao de ampla
variedade de patdégenos como fungos, virus, bactérias e protozoarios aos seus
diferentes hospedeiros (39)(40). E relevante ressaltar que este carrapato esta
implicando na disseminacgao de doencas bacterianas, sendo o principal transmissor
da bactéria Rickettsia rickettsii, agente etioldgico da Febre Maculosa Brasileira
(FMB), reconhecida pela alta letalidade nas Américas (41)(42)(43).

Os carrapatos, uma vez infectados pela bactéria responsavel pela Febre
Maculosa, mantém-se infectados ao longo de toda a sua vida, geralmente por um
periodo que varia de 18 a 36 meses, sendo responsaveis, portanto, pela
manutencao da R. rickettssi na natureza. Essa infeccéo pode ser disseminada para
outros carrapatos por meio de diferentes mecanismos, incluindo a transmissao
vertical (transovariana), a transmissdo entre estagios de desenvolvimento
(transestadial) e a transmissao durante o processo de cépula. Além disso, existe a
possibilidade de alimentacdo simultdnea de carrapatos infectados com néo
infectados em animais que apresentam uma carga suficiente de riquétsia (44). Em
seres humanos, o periodo de incubacao da doenca pode variar entre 2 e 14 dias, e
as manifestagdes clinicas abrangem desde formas atipicas, sem o surgimento de
exantema, até quadros mais graves, nos quais 0 exantema evolui para uma
apresentacao petequial e, posteriormente, hemorragica, predominantemente
caracterizada por equimoses ou sufusdes (45).

1.3Prevencéo e Controle da FMB

A febre maculosa brasileira € uma enfermidade zoondética e infecciosa, com
periodo de incubacado variando de 2 a 14 dias. Trata-se de uma enfermidade de
consideravel importancia, nesse sentido, os 6rgdos governamentais demonstram
uma expressiva preocupacéao quanto as medidas adotadas para mitigar a incidéncia
da doenca, a qual evolui rapidamente e frequentemente resulta num desfecho fatal
apos a infeccédo, caso o tratamento nao seja iniciado (46). Destaca-se que, acdes
de prevencdo para esta doenca sao mais eficientes que o tratamento,
diferentemente de outras doencas infecciosas, visto que a FMB, atualmente, ndo
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dispde de opc¢bes de imunizacdo ou quimioprofilaxia contra rickettsioses. Assim,
relevante € a implementacdo de medidas preventivas contra o parasitismo por
carrapatos (20).

E crucial ressaltar que a taxa de mortalidade da Febre Maculosa Brasileira
esta intrinsecamente relacionada ao diagndstico precoce e a rapida instituicdo do
tratamento adequado. O tratamento deve ser iniciado para todo caso suspeito,
independentemente da confirmacédo, em fungdo da alta letalidade da doenca
guando associada ao diagndéstico tardio. Conforme evidenciado por Del Fiol et al.
(46), se o tratamento for iniciado nos primeiros trés dias, a taxa de mortalidade fica
em torno de 2% em criancas e 9% em idosos (acima de 65 anos).

Portanto, diante da rapida evolucéo e da elevada letalidade da doenca, € de
suma importancia que os profissionais de saude estejam devidamente capacitados
para identificar precocemente casos suspeitos. Isso possibilitara o imediato inicio
do tratamento especifico, contribuindo assim para a reducao do risco de progressao
da doenca, que pode culminar no 6bito de individuos infectados (20).

No gue tange a prevencdo da doenca, esta se fundamenta na reducdo do
contato com carrapatos, sendo assim, essenciais sao 0s conhecimentos acerca do
ciclo da FMB, do principal vetor e da biologia deste, compreendendo a sua fase
parasitaria sobre o hospedeiro e a sua fase de vida livre. Portanto, torna-se
imprescindivel a realizacdo de uma avaliacdo socioambiental das areas afetadas,
o monitoramento do vetor e do hospedeiro primario, bem como a vigilancia do
patdgeno, tanto no hospedeiro-sentinela quanto no ambiente circundante. A
integracao dos resultados dessas avaliacdes € crucial para a definicdo das areas
prioritarias e das medidas a serem adotadas (46).

O Ministério da Saude no Brasil preconiza a implementacdo de algumas
medidas preventivas, simultaneas e integradas, para assegurar um processo eficaz
na reducdo dos riscos associados a proliferacdo de carrapatos, com o intuito de
evitar a doenca, especialmente em areas propensas a presenca desses artropodes
(20). Entre as acOes tem-se a de remocdo do excesso de vegetacdo e material
organico do solo para ampliar a exposicdo solar em areas previamente
sombreadas, dificultando a manutencdo de estagios imaturos de carrapatos;
ademais, a criacdo de uma barreira fisica, como uma faixa de um metro de cascalho
ou lascas de madeira seca, entre areas gramadas ou arborizadas e areas de
convivio, para reduzir a migracao de carrapatos pelo solo protegido pela vegetacéo
(20).

Evitar habitats de alto risco durante os periodos de atividade dos estagios
imaturos dos carrapatos, € uma das estratégias para prevenir picadas de carrapato
e evitar a contaminagdo (48). Destaca-se como habitats de maior risco para
infestacdo, por algumas espécies de carrapatos pertencentes ao género
Amblyomma, areas periféricas de matas, locais de trilhas, pratica de arvorismo,
acampamentos, margens de rios e de outras cole¢des de agua. Assim, aconselha-
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se evitar locais com vegetacdo alta, e, caso necessario a realizacdo de visitas
nesses locais torna-se essencial a avaliagcdo do risco (49)(20).

As visitas nessas areas infestadas por carrapatos devem ser cuidadosamente
planejadas, incluindo a verificacdo da presenca desses aracnideos nas roupas ou
na pele a cada duas a quatro horas. A remoc¢ao imediata dos carrapatos é crucial
para diminuir o risco de transmissao da doenca. A realizacdo de verificagbes
sistematicas no corpo contribui significativamente para reduzir o potencial de
infestac&o por carrapatos (20).

E possivel adotar medidas simples para minimizar o risco de picadas de
carrapato e, consequentemente, reduzir a exposicao a possiveis patdogenos. O uso
de vestimentas apropriadas é essencial, incluindo meias espessas e longas,
macacdo com fechamento em ziper ou um conjunto composto por calgas longas
presas nas meias e uma camisa de mangas compridas. Essa vestimenta pode ser
complementada com botas de cano alto, o que reduz mecanicamente o risco de um
carrapato encontrar um local para se alimentar apds o contato inicial. Recomenda-
se gque as vestimentas sejam na coloracdo claras para facilitar a deteccdo de
carrapatos (20)(48).

A remocdao de carrapatos, quando encontrados no corpo, deve ser efetuada
preferencialmente com uma pinca, evitando esmaga-los com as unhas, visto que
essa pratica pode liberar bactérias e contaminar areas com lesées na pele.
Destaca-se a importancia da remocéo rapida dos carrapatos do corpo, uma vez que
isso reduz significativamente o risco de contrair a doenga (12).

Aconselha-se, também, a utilizacdo de repelentes com eficiéncia contra
carrapatos e realizacdo do controle parasitario em animais domésticos. A aplicacéo
dos repelentes em seres humanos deve ocorrer tanto diretamente nas vestimentas
guanto na pele exposta, a fim de reduzir o risco da atividade de artrGpodes
hemato6fagos, prevenindo a transmissao da doenca (20)(27). De acordo com Perez
(50), a eficiéncia dos repelentes € atribuida a natureza e ao modo de acdo dessas
substancias nas células sensoriais olfativas dos artropodes, porém € interrompida
guando a pele € umedecida, ocorrendo perda imediata do efeito repelente.

1.4Repelentes

O sucesso do controle efetivo dos carrapatos é essencial para a prevencao
contra a doencga (51). Uma das principais formas do controle de carrapato ainda é
0 uso de acaricidas com bases quimicas neurotdxicas, todavia, 0 uso excessivo
destas substancias ocasiona o aparecimento de cepas resistentes e contaminacao
ambiental (52)(53). Assim, uma alternativa ao uso de acaricidas seria o controle
biologico realizado com compostos quimicos repelentes.
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A repeléncia é um método relevante para o controle, uma vez que busca
afastar os carrapatos antes que eles possam se fixar no hospedeiro e transmitir
patdgenos. A repeléncia pode ser alcangada por meio do uso de produtos quimicos
ou naturais com propriedades repelentes (8). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) recomenda o uso de repelentes para protecdo em areas endémicas(54).

Importante destacar que repelentes sédo substancias quimicas que produzem
a perda de resposta ao hospedeiro, ou seja, produz um estimulo locomotor para
longe da fonte de alimentacé&o (55). O produto provoca um desajustamento no
sistema olfatério dos artrépodes de importancia médica, provocando na espécie
alvo um movimento desordenado para longe da fonte de odor apds a liberagcédo da
substancia (56).

Essas substancias afetam diferentes sistemas fisioldégicos e bioquimicos do
artrépode, impedindo o alcance do alvo, o hospedeiro (57). O repelente gera uma
resposta fisiolégica adaptativa negativa ao receptor da informacédo, fazendo com
gue os carrapatos cessem o0 comportamento de busca pelo hospedeiro ou
provocam um afastamento desses da fonte emissora provocando um
comportamento de repeléncia sobre os individuos (39).

Esta conduta € influenciada pela biologia comportamental dos carrapatos, que
se concentra na percepcdo de compostos quimicos, especialmente os repelentes
(58). Essa percepcao € mediada pela presenca de um érgao sensorial conhecido
como Haller, localizado no dorso do tarso do primeiro par de patas, cuja funcao
principal é a olfacéo (59)(60).

E importante destacar que nenhum composto quimico atua isoladamente no
desencadeamento de uma resposta comportamental. A interacé@o e o equilibrio dos
compostos quimicos encontrados em cada hospedeiro podem agir de maneira
sinérgica para uma espécie de antagonista para outra espécie de parasita (61).

Além disso, fatores abidticos como temperatura, umidade, velocidade e
direcdo do vento, bem como pressdo atmosférica, ndo so influenciam a percepcéo
de produtos quimicos pelos artrépodes, mas também sua resposta comportamental
(62)(63).

E importante ressaltar que o uso de repelentes em seres humanos contra
carrapatos representa uma medida preventiva no combate as doencas transmitidas
por esses artrépodes, apresentando-se como uma alternativa viavel. No entanto,
embora essa pratica seja recomendada, € necessario considerar que os repelentes
sdo originalmente desenvolvidos para afastar insetos. As definicbes encontradas
na literatura indicam que os repelentes sdo produtos destinados a afastar insetos
de sua fonte de emisséo, ou seja, do objeto tratado, prevenindo assim as picadas
desses artropodes, pois interferem em seu comportamento de busca pelo
hospedeiro (64)(65)(66).
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A aplicacdo de repelentes na pele humana € um dos métodos mais antigos de
protecdo contra picadas de artropodes, sendo os primeiros relatos do uso remetido
a ldade Antiga. Os egipcios utilizavam substancias com fortes odores, e o0s
romanos utilizavam plantas com a finalidade de repelir insetos (66)(67)(68). De
inicio, os repelentes foram desenvolvidos, a partir de extratos de plantas em
formulagcfes contendo um Unico ingrediente ativo ou substancia repelente, as quais
eram queimadas para produzir fumaca e gerar efeito repelente (55).

O desenvolvimento dos repelentes sintéticos foi iniciado, por volta de 1930,
nos Estados Unidos e no Reino Unido. Esse processo intensificou-se com a
Segunda Guerra Mundial para garantir a protecao dos soldados contra a picada de
vetores em areas tropicais e subtropicais (66). Desde entdo varias substancias com
capacidade de repeléncia tém sido testadas, desde naturais a sintéticas,
destacando-se, entre os repelentes a base de DEET (N,N-dietil-3-metilbenzamida),
IR3535 (etil-butil-acetilaminopropionato) e Icaridina.

Entre os repelentes, Fradin (69) destaca que os a base de DEET sao os mais
reconhecidos como referéncia de repeléncia. Ademais, possuem atividade
comprovada contra mosquitos e moscas hematéfagas. Para carrapatos, diversas
pesquisas de repeléncia foram elaboradas desde 1940, sendo que Vvérias
metodologias tém sido empregadas, de acordo com a biologia e 0 comportamento
do carrapato em estudo e do tipo de analise que se pretende realizar (70).

Contudo, apesar das recomendac¢fes para o0 uso de medidas preventivas,
especialmente repelentes, no Brasil, ha uma lacuna de informacdes sobre a
eficiéncia da repeléncia contra o carrapato A. sculptum, além da falta de
regulamentacao para o registro junto ao érgdo competente. Isso se deve ao fato de
gue os requisitos técnicos para a concessao de registro de produtos se aplicam
apenas a repelentes contra insetos, de acordo com a RDC 19, de 10 de abril de
2013 (71), da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Esses produtos, conforme estabelecido pela ANVISA, estéo registrados como
cosmeéticos destinados especificamente ao uso contra insetos. O registro para o
uso contra outros parasitas externos, como 0s carrapatos, requer um dossier
especifico que comprove a seguranca e a eficiéncia apropriada do produto.

Portanto, diante da auséncia de regulamentacéo especifica para carrapatos e
da necessidade de prevencao da Febre Maculosa Brasileira (FMB), € crucial avaliar
a eficiéncia dos repelentes comerciais ja utilizados, principalmente contra
mosquitos, sobre o A. sculptum. Isso contribuira para a formulagdo de politicas
publicas que ajudem na prevencdo da FMB e no estabelecimento de requisitos
técnicos para o registro junto ao 6érgdo competente.
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2. JUSTIFICATIVA

A realizacdo de estudos sobre a eficiéncia do uso de repelentes contra
carrapatos causadores da febre maculosa brasileira € de extrema importancia,
considerando o impacto significativo da doenca na saude publica e a necessidade
de medidas preventivas eficazes. Trata-se de uma enfermidade zoondtica grave,
com alta letalidade em casos néo tratados, representando um desafio significativo
para a saude no Brasil.

A doenca é transmitida principalmente pelo carrapato A. sculptum, que possui
uma distribuicdo geografica ampla no Brasil e capacidade de adaptacdo nos
diferentes ambientes. Assim, a capacidade do carrapato A. sculptum de transmitir
patdgenos justificam a necessidade de pesquisas voltadas para a avaliagdo da
repeléncia quimica.

Os repelentes tém se mostrado ferramentas cruciais na prevencao de
picadas de carrapatos e, consequentemente, na reducdo do risco de contrair
doencas associadas a esses artropodes. Estudos que avaliam a eficiéncia
especifica de diferentes tipos de repelentes contra carrapatos sdo fundamentais
para orientar as estratégias de prevencdo e protecdo da populacéo, fornecendo
informacgdes essenciais que orientam a escolha e 0 uso adequado desses agentes
de protecédo. Considerando a urgéncia em mitigar os riscos da FMB, investigacdes
sobre a eficiéncia especifica de repelentes contra o carrapato transmissor tornam-
se imperativas. Esses estudos podem fornecer dados valiosos para embasar
politicas de saude publica, direcionando a populacdo quanto as praticas mais
eficazes de prevencdo. Dessa forma, a pesquisa nesse campo contribui ndo
apenas para a compreensao dos mecanismos de protecdo, mas também para a
implementacédo de medidas mais efetivas no combate a febre maculosa brasileira.

Compreender a eficiéncia dos repelentes contra carrapatos € fundamental,
pois esses produtos podem ajudar a evitar as picadas do vetor, diminuindo assim o
risco de transmissdo de patdégenos como a bactéria Rickettsia rickettsii,
responsavel pela FMB. Os repelentes atuam interferindo nos sistemas fisioldgicos
e bioguimicos do carrapato, induzindo uma resposta de repeléncia que afasta os
aracnideos do hospedeiro humano.

E essencial que esses repelentes sejam testados e avaliados quanto & sua
eficiéncia especifica contra a espécie A. sculptum em estudos laboratoriais e de
campo, verificando a eficiéncia em condi¢des de uso real, bem como a efetividade
desses produtos em repelir esse carrapato. Destaca-se que 0s estudos devem
abranger diferentes formulacbes de repelentes, para determinar qual oferece a
melhor protecdo contra o carrapato estrela, bem como a duracdo da protecao
oferecida.
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Em suma, os estudos para avaliar a eficiéncia dos repelentes contra o
carrapato  Amblyomma sculptum s&o essenciais para informar medidas de
prevencao da FMB e reduzir o risco de transmissdo dessa doenga grave. Essa
pesquisa forneceu informacdes valiosas para orientar politicas de saude publica e

promover préaticas de prevencdo eficazes contra as doencgas transmitidas por
carrapatos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a repeléncia quimica de repelentes a
base de DEET, Icaridina e IR3535 utilizados contra o Amblyomma sculptum.

Os objetivos especificos foram:
e Testar a repeléncia de DEET, Icaridina e IR3535 por meio do

bioensaio em papel filtro, bioensaio da ponta dos dedos e bioensaio

de campo.
e Avaliar a possibilidade de indicacdo do uso dos produtos avaliados

para a repeléncia de Amblyomma sculptum.
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Abstract: Amblyomma sculptum is a species of public health interest because it is associated with the
transmission of the bacteria that causes Brazilian Spotted Fever (BSF). The use of repellents on humans
is a prophylactic measure widely used to provide protection against a series of arthropod vectors,

check for including mosquitoes and ticks. However, in Brazil, the effectiveness of commercial repellents against
updates A. sculptum s little known. Therefore, it is necessary to carry out specific studies to evaluate the
Citatian: de Raseelos, RR; Coelho, repellency of these commercial products, registered for use against mosquitoes, against the star tick.
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The main goal of the present work was to evaluate the effectiveness of six commercial repellents
against A. sculptun. Unfed nymphs, aged between two and eight weeks, were tested against products
based on DEET (OFF!” and Repelex™), lcaridin (Exposis™ and SBP¥), and IR3535 (Johnsons and
Henlau). Three bioassays were conducted to evaluate tick behavior: (i) filter paper, (ii) fingertip, and
(iii) field. All bases tested showed high repellent activity, differing significantly (p < 0.05) from the

the Tick Anblyomnma sculptun (Acark control. It was observed the formulation with DEET resulted in the best results in the filter paper

Inodidse]? Pathogens 2024, 13,9, bioassay. In the fingertip bioassay, the DEET base repelled a greater number of ticks compared to
hittps: / / doi.org,/ 103390,/ learidin. In the field bioassay, there was no significant difference between the lcaridin base and
pathogens1 3010009 DEET, and both formulations differed from the control (p < 0.05). The six formulations tested showed
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the filter paper test. OFF!™ showed the best percentage of repellency (100%), followed by chelexx'
(96.8%), and I:I>q:msis;“3 (93.1%), considering the two-hour period of the bioassay-field-test. Proving
the effectiveness of repellents on the market against A. sculphim presented in this study is crucial,
since this is the main ectoparasite of humans that can transmit Rickettsia rickettsii when infected. The
effectiveness of commercial insect repellents against other tick species that parasitize humans can
also be explored.
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1. Introduction

Ticks (Acari: Ixodida) are ectoparasitic arthropods that have a wide distribution,
occupying all six zoogeographic regions, mainly in the tropics [1]. Currently, more than
900 species are known globally, with around 70 found in Brazil. Among ticks, the genus
Amblyomma has great medical and veterinary importance and wide geographic distribution
in tropical and subtropical regions, with around 32 species found in Brazil [2].

Within the genus Amblyomma, the species Amblyomma sculptum stands out, belonging
to the A. cajennense complex, distributed in Argentina, Bolivia, Paraguay, and Brazil [3]. In
Brazil, A. sculptum is found in all regions of Brazil, being registered in several states [4].
In these areas, this species is associated with the transmission of infectious agents [5] and
is the main vector of the bacterium Rickettsia rickettsii—the etiological agent of Brazilian
Spotted Fever (BSF) [6].

Since 2001, BSF has been a zoonosis that must be notified to local health authorities,
and epidemiological investigation must be initiated within 48 h. The investigation form
feeds into the Ministry of Health’s Notifiable Diseases Information System (SINAN-MS)
as an official notification instrument. The importance of notification is also due to the
possibility of an outbreak, requiring the adoption of immediate control measures [7].

According to the Epidemiological Bulletin of the Ministry of Health [8], between 2007
and 2021, 36,497 cases of Spotted Fever were reported in Brazil, of which 2545 cases were
confirmed. However, most cases are underreported [9]. Most of the BSF records occur in
urban areas, with the Southeast region having the highest incidence rate of cases, due to
the presence of A. sculptum and amplifying hosts [10,11].

The epidemiological scenario of BSF in the three Brazilian states with the highest
lethality coefficient (Sao Paulo, Rio de Janeiro, and Minas Gerais) demonstrates a strong
tendency for cases to increase, especially in the months of August to November, when there
are higher incidences of nymphs. Capybaras and opossums play a relevant role in the BSF
epidemiological chain, as they amplify rickettsiae, in addition to being food and transport
for potentially infected ticks [12].

The World Health Organization (WHO) recommends the use of protection mechanisms
in endemic areas, including the use of repellents [13]. The development of synthetic
repellents began around 1930 in the United States and United Kingdom. This process
intensified with the Second World War to ensure the protection of soldiers against the bites
of arthropod vectors [14].

Repellents are important prophylactic tools for people living or traveling to endemic
areas for vector-borne diseases. Initially, repellents were developed from plant extracts,
formulated with a single active ingredient or repellent substance, which were burned
to produce smoke. Molecularly, these products evolved and started to contain active
substances such as DEET, which cause a maladjustment in the olfactory system of medically
important arthropods [15]. Thus, repellents are chemical substances that produce a loss of
response to the host, that is, they produce locomotors stimulus away from the food source,
altering the arthropod’s behavior [16].

Repellents are regulated as cosmetics; however, in the technical requirements for
granting registration, there are specifications only for insect repellents, according to RDC
(Collegiate Board Resolution) n°. 19, of 10 April 2013 [17], and there is no regulation for
ticks. Hence, given the lack of regulation on specific registration for ticks and the need to
prevent BSF, it is important to evaluate the efficiency of commercial repellents used, mainly
against mosquitoes on A. sculptum in order to contribute to the development of public
policies that help prevent BSE.

In this sense, the objective of this study was to evaluate the chemical repellency of six
commercial products based on DEET, IR3535, and Icaridin against A. sculptum, to improve
BSF prevention and control actions.
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2. Materials and Methods
2.1. Tick Colony

To carry out the experiments in the laboratory, A. sculptum nymphs were used, pro-
vided by the Ixodology Laboratory (Labix) of the Faculty of Veterinary Medicine of the
Federal University of Uberlandia (FAMEV /UFU). The ticks were fed on rabbits (Oryctolagus
cuniculus), and this colony was started in 2019 with specimens collected at Serra Farm,
located in the city of Araguapaz, Goiania [18].

The maintenance of ticks was approved by the Ethics Committee on the Use of An-
imals (CEUA) of the Federal University of Uberlandia, according to protocol n® 069,/18.
Nymphs were sent to Brasilia-DF, where they were placed in desiccators kept in BOD-type
greenhouses at 20 °C and 85% relative air humidity for a maximum period of 60 days, and
taken to the Laboratory of Biology, Ecology and Tick Control (LABEC) from the Federal
University of Goias (UFG) to carry out the experiments.

2.2, Repellents

The repellency tests were conducted at LABEC, located at the Veterinary Parasitology
Center (CPV) of the UFG Veterinary School, in the period between 2019 and 2021.

To carry out the repellency tests, six commercial liquid repellents registered with
ANVISA were used, based on DEET, Icaridin, and IR3535, as shown in Table 1.

Table 1. Commercial repellents registered in Brazil, for protection against mosquito bites, used in
repellency tests against Amblyomma sculptum nymphs.

. . Active Principle Registration Number Manufacturin
Commercial Name Way of Applying (Product Cuncentfatiun] ® (ANVISA) Company 5
1 OFF1® I"'al::lilgpr E'rp‘my DEET (6.65%) 201920481 Reckitt Benckiser
2 R.|:|:.'».'I|:x""'H Super Spray DEET (6.79"%:) 203450001 Reckitt Benckiser
3 l:'.xpnsiqs' Extreme Spray learidina (20.007%) 203451022 Reckitt Benckiser
4 5BP® Advanced Family Spray lcaridina (9.98%) 03451022 Reckitt Benckiser
5 Johnsons™ Baby Logio Lotion 1R3535 {12.50%) 200920551 Johnson & Johnson
& Henlau® Repelente Spray IR3535 (20.00%) 227430204 Henlau

2.3. Repellency of Bioassays

Unfed nymphs, aged two weeks to two months, were used, as established by Soares
et al. [19]. Two laboratory bioassays were carried out to evaluate the repellency of the
AL sculptum tick: (i) filter paper bioassay and (ii) fingertip bioassay. Laboratory bioassays
were carried out at a temperature of 27 “C and humidity of 70%. Figure 1 shows images of
the bioassays carried out in this study. Subsequently, a field bioassay was carried out at
the facilities of the School Farm of Federal University of Goias (UFG), during the period of
nymph infestation, which occurred in July 2021.

2.4. Filter Paper Bioassay

For the in vitro evaluation of the activity of the six repellents, a rectangular filter paper
{6 cm x 10 cm) divided into three bands was used, with the intermediate band (3 cm x 6 an)
being treated with 90 pL of the repellent, followed by the methodology proposed by Carrol
et al. [20], with adaptations. In the control group, 99.5% ethyl alcohol was used. The rectangle
was placed on a 100 mm diameter glass Petri dish and fixed with adhesive tape (Figure 1A).

After a 10-min interval, waiting for the solvent to evaporate, five nymphs were placed
on the lower region of the paper and the ticks’ movement was observed for 1 min. This
assessment was repeated every hour, in a total of five hours of testing. Eight replications
were performed for each commercial formulation, as well as for the control. It should be
noted 240 nymphs were used for each repellent tested, that is, five nymphs per repetition
and 40 nymphs per repellent in each time interval tested. Nymphs were discarded after
each observation.
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Figure 1. Behavioral assessment bioassays with A. sculptum. (A) Filter paper bioassay (rectangular
paper filter measuring 6 cm x 10 cm and glass petri dish measuring 9 em x 1.5 em), (B) Fingertip
bicassay (index finger) and, (C) Field bioassay in an area infested with A. sculptum.

Ticks that, after the end of the time interval, remained on the untreated portion of the
paper, those that fell into the Petri dish and those that, in an upward movement, reversed
direction when coming into contact with the treated area, were classified as repelled. Ticks
that remained in the treated area or passed through and remained on the top of the paper
were considered not repelled. With the results of the filter paper bioassay, the three best
repellents were selected to perform the fingertip and field bioassay.

2.5. Fingertip Bioassay

For the fingertip repellency test, the methodology recommended by Schreck et al. [21],
was applied, using the three repellents that showed the best results in the filter paper
bicassay (OFF!®, Repelex®, and Exposis®). The repellent was applied to the proximal
phalanx of the right index finger of each volunteer, while the control (99% ethanol) was
used on the proximal phalanx of the left index finger. A total of five volunteers participated
in the experiment.

The amount of substance used was 2.75 uL/cm?, following the methodology described
by Carroll et al., with the solution being applied with a micrometric pipette. To calculate the
treatment application area, the formula tdh was used, in which nd represents the length
of the circumference of each volunteer’s index finger, and h corresponds to the distance
between the second and third skin folds of the finger. Thus, each volunteer had a specific
amount of substance applied according to the area calculation. After application, a 10-min
interval was waited for the solvent to evaporate and the test began.

The volunteers positioned their index finger horizontally, and then a nymph was placed
on the first phalanx of the index finger. Subsequently, the finger was positioned vertically,
with the tip down (Figure 1B). Due to the negative geotropism of A. sculptum nymphs, the
expected behavior was they would climb up the finger if they were not repelled.

From the moment the tick started its upward movement, one minute was recorded.
Ticks that after the end of this time remained on the untreated portion of the finger,
those that fell, and those that in an upward movement reversed direction when coming
into contact with the treated area were considered repelled. For each repellent tested,
180 nymphs were used, with 6 nymphs used for each volunteer in each time interval tested,
totaling 30 nymphs per repellent in each test period. All ticks were first tested on the control
substance. Those that did not move vertically were discarded, and only those that crossed
the area treated with the control were used.

26



Pathogens 2024, 13,9

S5of 12

2.6. Field Bivassay

In the field bicassay, an area known to be infested by A. sculptum, close to places where
cattle and capybaras circulate at the School of Veterinary and Animal Science at the Federal
University of Goias, was selected. The methodology of Bissinger et al. [22] and Ogawa
et al. [23] was adapted, using the three repellents that demonstrated the best performance
in the first bioassay (OFF!I®, Repelex®, and Exposis®).

The volunteers wore the appropriate PPE for the activity (white jumpsuit properly
sealed with adhesive tape at the ends of the sleeves, with zippers or buttons). Each
volunteer received 2 previously treated long socks (10 min before the beginning of the
experiment, to evaporate the solvent). In each sock, 1 mL was applied for every 600 cm?
of treatment area, following a volume similar to that used in the filter paper methodology.
The application always occurred in the mid-calf region, above the calf.

The 2-h experiment period was adopted, as recommended by Pajuaba-Neto [24] for
the test in the environment, with dry ice and drag test. Each volunteer received different
treatments, including OFF!®, Repelex®, Expo:iis@', and control (99% alcohol), with nine
repetitions of each treatment performed.

The volunteers were instructed to walk randomly through an area measuring about
400 m? at a slow pace, taking approximately 30 steps per minute, for a period of 15 min.
Each substance was tested in different ways. Ticks were collected with transparent adhesive
tape at 20, 40, 60, and 120 min, stored in properly identified and sealed plastic bags. During
the test period, all ticks that crossed the calf area were collected and stored in plastic bags
and were considered non-repellent. Those that did not pull up their socks and remained in
the foot area were considered repelled and were not counted.

After completion of the test, the plastic bags containing the ticks classified as non-
repellent were taken to LABEC, where they were stored in a freezer with at least —4 °C.
Subsequently, the number of ticks was recorded and they were morphologically identified
according to Martins et al. [25] and Martins et al. [26]. It is important to note all nymphs
collected belong to the species Amblyontma sculptum.

The following formula is used to calculate the repellency: Repellency (%) = (C — T)/C = 100,
where C represents the number of ticks not repelled in the control group and T represents
the number of ticks not repelled in the treatment group.

All bivassays were authorized by the Animal Research Ethics Committee (CEP) of the
Federal University of Goids under registration no. 4.955.565.

2.7. Statistical Analysis

To compare the proportions of repelled and non-repelled ticks between the different
substances tested in the bioassays (filter paper, fingertip, and field), statistical analyzes
were performed using R (Version 4.1.2) [27]. The graphs were generated using the statistical
program PAST v 4.0 [28]. The statistical analysis used was the Kruskal-Wallis test, followed
by Dunn’s post-test for multiple pairwise comparisons (kruskal_test and dunn_test func-
tions from the Rstatix package). The Kruskal-Wallis was performed for each bicassay (filter
paper, fingertip, and field), and the Dunn'’s test was used to perform pairwise comparisons
between the repellents. For all statistical tests, p less than 0.05 was used as the statistical
significance threshold.

3. Results
3.1. Laboratory Bioassays
The results of the filter paper bioassay with the selected repellents and the control

substance are presented in Table 2. In this table it is possible to observe the order of
repellency of the products was OFF!® > Repelex® > Exposis® > SBP® > Johnson® > Henlau®™.
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Table 2. Bioassay of filter paper for repellency of the Amblyomma sculptum species using commercial
repellents OFF!®, Repelex, SBF, Exposis, Henlau and Jonhson, in 2019.

Repellent

Total of Nymphs Repelled  Repellency (%) Mean *

Standard Coefficient of
Deviation * Variance *

Control
OFF.@@
Repelex
SBP®
Exposis®
Henlau®
Jonhson®

101 43.33 2.10° 1.08 51.17
233 97.08 450b 0.50 10.40
229 95.42 477" 047 9.90
225 93.33 467" 0.72 15.52
227 94.58 473" 045 9.50
179 7542 377¢ 113 30.08
183 76.25 381¢ 112 2947

* The values presented refer to the general analysis of each repetition that used 5 nymphs. *®¢ Different
letters have significant statistical differences using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s test, with
p-values 0.05.

The analysis demonstrated the repellents presented different repellency rates than
the control group (Kruskal-Wallis test, p < 0.05). DEET-based repellents showed the best
results (OFFI®—97.08% and Repelex®—95.42%) compared to those based on Icaridin

(SBP®—93.33% and Exposis® 94.58) and IR3535 (Henlau®—75.42% and Johnson®—76.25%).

Furthermore, no significant difference was observed between Icaridin-based repellents
(SBP® and Exposis@’) and DEET (OFF!® and Repelex®); however, a difference was observed
between IR3535 (Henlau® and Jonhson®) and DEET, and IR3535 and Icaridin (Table 2).

The commercial repellents OFF!®, REPELEX®, and EXPOSIS® were selected to
carry out the fingertip bioassay because they showed the highest mean in repellency of
A. sculptum.

The results of the fingertip bioassay with the commercial repellents OFF!®, Repelex®,
and Exposis” are presented in Table 3. The experiments used a total of five volunteers
and there was no statistically significant difference in repellency between volunteers. The
OFF!® brand repellent repelled a greater number of ticks (Kruskal-Wallis test, p < 0.05)
when compared to the repellents RepelexcD and Exposis®, with the latter two not differing
from each other. It was verified the A. sculptum nymphs were strongly repelled by OFF!®
repellent, throughout the five hours of testing, with the percentage of repellency at 96.67%,
against 47.7% for Repelex®, and 55.5% of Exposis®.

Table 3. Fingertip bioassay for repellency of the species Amblyomma sculptum using commercial
repellents OFF!®, Repelex® and Exposis®, in 2020.

Repellent

Total of Nymphs Repelled  Repellency (%) Mean *

Standard Coefficient of
Deviation * Variance *

OFF1®
Repelex®
Exposis

174 96.6 5.80° 0.41 7.01
86 477 2.87% 215 74.84
100 555 3330 1.79 53.63

* The values presented refer to the general analysis of each repetition that used 5 nymphs. 2° Different let-
ters have significant statistical differences using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s test, with
p-values 0.05.

Figure 2A shows the mean number of nymphs repelled by the tested products, indi-
cating a lower performance of Henlau® and Jonhson®. In Figure 2B, it is possible to see
OFF!® presented the best result in the average number of nymphs repelled.
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Figure 2. Mean number of Amblyomma sculptum nymphs exposed to different commercial repellents.
(A) Filter paper bioassays, 2019. (B) Fingertip bicassay, 2020.
3.2. Field Bioassay
For the field bioassay, the 3 (three) repellents that presented the best results in labo-
ratory bioassays (filter paper and fingertip) were used, namely: OFF!® (DEET), Repelex®
(DEET), and Exposis® (Icaridin). The field bioassay was carried out by four volunteers and
there was no difference in repellency efficiency between them.
In the field bioassay, no significant difference was observed between the repellents
Repelex®, Exposis®, and OFF!® (Kruskal-Wallis test, p = 0.05) (Table 4). All repellents tested
demonstrated high percentages of repellency against A. sculptum. OFF!® repellent showed
the best percentage of repellency (100%), followed by Repelex™ (96.8%), and Exposis®
(93.1%), over the two hours of the test (Table 4).
Table 4. Field bioassays carried out with the commercial repellents OFF!®, Repelex® and Exposis® in
areas infested by the species Amblyomma sculptum at the School of Agronomy at the Federal University
of Goias, Goiania/GO, in June 2021.
Standard Coefficient of
Repellent Total of Nymphs Collected  Repellency (%) Mean Deviation Visianse
Control 434 0 1244 ¢ 4.18 33.60
OFF!® 100 000" 0.00 -
Repelex® 14 96.8 038" 137 362.63
Exposis® 10 93.1 0.82b 1.09 132.95

*® Different letters have significant statistical differences using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn’s
test, with p-values 0.05.

It is observed statistically the repellents obtained similar efficiencies, with OFF!®
repellent having the best result (Figure 3), since it was the product in which no nymphs
were captured during the bioassay period.
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Figure 3. Mean number of Amblyomma sculptum nymphs captured in the field bicassay using
different brands of repellents, conducted at the School of Agronomy at the Federal University of
Goias, Goiinia,/ GO, in June 2021.

4. Discussion

The preventive measures against spotted fever, suggested by the Brazilian Ministry
of Health, include the use of pants, boots, and shorts with long sleeves. In addition, it
recommends the use of repellents, but there is no recommendation about which product
to use. In this way, the present study allows, for the first time, the recommendation of the
use of repellent products against the star tick, to improve the measures of prevention and
control of Brazilian spotted fever.

The results obtained in this research supported the use of commercial repellents,
mainly the DEET base, against ticks, especially A. sculptum, since the bivassays performed
satisfactory repellency. Results were obtained in the following order: Off!® > Repex® =
Exposis® > SBP¥ > Johnson™ > Henlau®™. DEET-based repellents showed the best repellency
results against A. sculptum in all bicassays carried out, which corroborated Leal [15] who
described the compound as the gold standard of repellents with proven efficiency against
insect species.

The filter paper bivassay indicated all bases obtained different results from the control,
with high percentages of repellency (DEET, Icaridin, and IR3535). It is noteworthy the
highest percentages of repellency is obtained with DEET-based repellents: (i) Repelex®
(95.42%) and (ii) OFF!® (97.08%). It is noted, according to the information in Table 1, the
concentration of the active ingredient in DEET-based repellents is lower, although they
obtain the highest percentages of repellency.

In the study conducted by Soares et al. [18], in which the fingertip bioassay was used
to analyze the repellency of A. sculptum, a repellency rate greater than 90% was observed in
all DEET concentrations tested (0.200 to 0.025 mg-cm?), in the range between 10 min and 1
h after application, representing a viable alternative against this Ixodidae.

It is also noteworthy, regarding tests with filter paper, DEET repellent also demonstrate
effectiveness against the Amblyonima americanum tick, in a study carried out by Carroll
et al. [20], confirming the use of this base in the prevention of diseases transmitted by
these arthropods.

Jesenieu et al. [29], also found satisfactory repellency results against Amblyomma
hebragwm using DEET-based repellent. Two hours after applying the repellent, a repellency
percentage of 89% was achieved. Gomes et al. [30] pointed out commercial repellents
based on DEET were the most relevant when it came to repelling arthropods. The present
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study used products containing the DEET to evaluate the repellency efficiency against
A. sculptum. The results obtained demonstrate evidence that proved the high performance
in the repellency against the star tick.

Meng et al. [31] also obtained a better repellency result with the DEET base in filter
paper bioassay. In these studies, the authors evaluated DEET repellency and eight com-
mercial essential oils (oregano, cloves, thyme, vetiver, sandalwood, cinnamon, cedar, and
peppermint) against star tick nymphs. The results showed the effective DEET concentration
that repelled 50% of the ticks was estimated at 0.02 mg/ cm?, while that of essential oils was
between 0.113 and 0.297 mg/ cm?. The essential oil of oregano was the most efficient of all
the oils tested, but none of the essential oils showed a higher level of repellency than DEET.

Still referring to the filter paper bioassay, Bissinger et al. [32] evaluated the efficiency
of the commercial repellent BioUD, which had 2-undecanone as its active ingredient, which
was derived from wild tomatoes, compared with DEET. In the study, it was found the
BioUD repellent was 7.75% effective, while the DEET-based repellent was 98.11%. The
results of this research corroborate the findings of the present study, demonstrating the
DEET base has a high potential for repellency efficiency against the star tick.

In relation to the fingertip bioassay, OFF!™ repellent, over the five hours of testing,
obtained a repellency percentage of 96.67%, compared to 47.7% for Repelex™ and 55.5% for
Exposis”. In a similar study, using fingertip bioassay, Perez et al. [33] also obtained high
repellency efficiency against the star tick. In this study, two hours of protection and 98%
repellency against unfed A. sculptum nymphs were observed using Nexcare repellent at
concentrations of 7%, 14%, 25%, and 50%.

It appears investigations into the use of repellents to control ticks are becoming
increasingly frequent in recent years, as can be seen in the reviews on the topic by Bissinger,
Roe [34], Pages et al. [35], Benelli and Pavela [36]. However, for A. sculptum, to date, most
repellency evaluation studies have been carried out only under laboratory conditions. The
present study gives results that indicate the efficiency of commercial repellents, mainly
based on DEET, against the A. sculptum tick in field conditions.

Thus, this work filled the gap regarding the possibility of using commercial mosquito
repellents against A. sculptum, as field experiments were carried out in addition to labora-
tory tests. Given the efficiency results presented, the use of OFF® repellent is suggested, as
it was the one that significantly repelled ticks the most, compared to the control treatment,
in the three bioassays carried out, with 96.08% on filter paper, 96.6% on the fingertip and
100% repellency in the field bioassay.

In this study, DEET products obtained better results in laboratory and field bioassays.
Mcmeniman et al. [37] described DEET decreased the sensitivity of olfactory receptor
neurons to odors, reducing the responses of neurons stimulated by lactic acid. Furthermore,
it also acted as an odorant, altering the host’s chemical profile, preventing host-seeking
activity [38,39].

Stefani et al. [40] highlighted those substances exhaled through the skin (lactic acid,
sweat, CO», among others) and the presence of eczema can interfere with the effectiveness
of repellents. These factors should be evaluated in future studies, during laboratory and
field experiments.

This study was limited to analyze the repellent effect of commercial products against
nymphs of the A. sculptum tick. Therefore, no analysis of the products against larvae and
adult ticks was carried out, making it necsessary to evaluate the repellent effect of these
products in the different phases of tick life. In this study, we chose to use A. sculptum
nymphs since they are mainly responsible for the transmission of the bacteria that caused
Spotted Fever.

Itis important to expand the indication of commercial repellents, especially those based
on DEET for ticks, considering they are already registered with ANVISA (National Health
Surveillance Agency) and respect the resolution that provides for the technical requirements
for granting registration of insect repellent cosmetic products [40]. Furthermore, new
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repellency studies are suggested for other tick species of public health importance, taking
into account the accessibility of these products on the market.

5. Conclusions

Itis concluded that the repellents tested function as a physical barrier for the movement
of A. sculptum, allowing high effectiveness in repelling with brand performance in the
following order: OFF!® > Repelex® > Exposis®. Among the brands tested in the three
bioassays carried out, OFF!® repellent was the one that obtained the best result in all
bioassays, and may be indicated for use as a repellent against A. sculptum tick nymphs.
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5. DISCUSSAO

A. sculptum tem suscitado a necessidade de estratégias eficazes de
protecdo contra esses ectoparasitas que possuem importancia para a saude
publica, em funcdo da transmissdo de doencgas para animais e seres humanos. O
presente estudo propds avaliacdo da eficiéncia da repeléncia quimica de trés
principios ativos: DEET, Icaridina e IR3535, quando confrontados com o A.
sculptum. Os resultados desta pesquisa oferecem contribuicdes substanciais para
a compreensao da repeléncia quimica contra A. sculptum e abrem caminho para
futuras investigacdes e aplicacdes praticas. A combinacdo de métodos rigorosos
de avaliacdo, aliada a uma andlise critica e contextualizada dos resultados,
enriqguece o conhecimento cientifico e fornece subsidios valiosos para a gestao
eficaz desse importante vetor no cenario epidemiolégico brasileiro.

InvestigacBes sobre o uso de repelentes para o controle de carrapatos
tornaram-se mais frequentes nos ultimos anos, todavia para A. sculptum os estudos
de eficiéncia da repeléncia, no geral, concentram-se em testes em condi¢des
laboratoriais (72)(73). Assim, o presente trabalho possui relevancia visto que
realizou trés diferentes tipos de bioensaios, entre laboratoriais e de campo,
garantindo assim que as condigbes reais fossem avaliadas e comprovadas a
eficiéncia com relacdo a repeléncia dos carrapatos.

A pesquisa desenvolvida com o intuito de avaliar a repeléncia quimica de
diferentes compostos, como DEET, Icaridina e IR3535, frente ao A. sculptum,
representa uma contribuicdo significativa para a compreensédo e controle dos
carrapatos, notadamente no contexto brasileiro. Ao longo deste estudo, foram
realizados bioensaios com 3 metodologias distintas, papel filtro, bioensaio, ponta
dos dedos e campo, visando a obtencao de dados robustos sobre a eficacia desses
repelentes.

Os resultados obtidos revelaram a capacidade de cada substancia em repelir
a espécie Amblyomma sculptum, fornecendo subsidios importantes para o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo e controle deste artropode de
importancia para saude publica, em funcdo da capacidade de transmissdo de
doencas, como a Febre Maculosa Brasileira. A comparacao entre os repelentes a
base de DEET, Icaridina e IR3535 destaca nuances interessantes quanto a eficacia
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relativa desses compostos, permitindo inferéncias sobre a escolha mais apropriada
em diferentes contextos de uso.

No contexto do bioensaio do papel filtro, observou-se que determinados
repelentes apresentaram maior eficacia, sugerindo a relevancia desse método para
avaliacdes iniciais. Ja o bioensaio da ponta dos dedos forneceu dados sobre a
repeléncia em condicdes mais proximas da aplicacdo real, ampliando a
compreensao sobre o desempenho dos produtos em situacdes praticas.

O bioensaio de campo, por sua vez, permitiu a avaliacdo em um ambiente
mais proximo das condi¢cfes naturais, possibilitando uma analise mais abrangente
e contextualizada. Os resultados desses diferentes métodos convergem para
conclusbes consistentes, fortalecendo a confiabilidade dos achados desta
pesquisa.

No ambito do bioensaio do papel filtro, os resultados forneceram uma
classificacdo clara da ordem de repeléncia dos produtos testados contra o
Amblyomma sculptum. A observacao dessa hierarquia revelou que os repelentes
OFF!® e Repelex® destacaram-se como 0s mais eficazes, seguidos por Exposis®,
SBP®, Johnson® e Henlau®, respectivamente. Notavelmente, os produtos a base
de DEET, OFF!® e Repelex®, e o produto a base de Icaridina, Exposis®, exibiram
as maiores médias de repeléncia, fundamentando a escolha dessas substancias
para prosseguimento nos bioensaios subsequentes, como o da ponta dos dedos e
o0 de campo. Essa consisténcia nos resultados entre os diferentes métodos de
avaliacao fortalece a confianca na eficacia desses repelentes especificos contra o
Amblyomma sculptum, fornecendo uma base soélida para as consideracfes praticas
e a aplicacéo desses produtos como agentes de repeléncia eficazes.

No bioensaio da ponta do dedo, os resultados apresentaram a eficacia dos
repelentes comerciais OFF!®, Repelex® e Exposis® contra o Amblyomma
sculptum. Destacadamente, o repelente da marca OFF!® demonstrou um
desempenho superior, repelindo um nimero maior de carrapatos em comparacao
com os repelentes Repelex® e Exposis®. Essa observagéo reforca a efetividade
do produto a base de DEET, sugerindo que a formulacdo especifica do repelente
OFF!® possui propriedades repelentes mais robustas quando aplicadas em
condi¢cBes simuladas de contato direto com a pele. Essa distingdo nos resultados
destaca a importancia de considerar ndo apenas a substancia ativa do repelente,

mas também a formulacdo especifica do produto ao avaliar sua eficacia em
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condi¢Bes praticas de uso, contribuindo para uma compreensao mais abrangente
e aplicavel na escolha de estratégias de protecdo contra o Amblyomma sculptum.

No contexto do bioensaio de campo, que simulou uma situacao real em um
ambiente controlado infestado por ninfas da espécie Amblyomma sculptum, os
resultados com os repelentes comerciais OFF!®, Repelex® e Exposis® corroboram
a tendéncia observada nos ensaios anteriores. Notavelmente, o repelente da marca
OFF!® novamente se destacou ao repelir um maior nUmero de carrapatos quando
comparado aos repelentes Repelex® e Exposis®. Este cenario, que reproduz
condicBes de exposicdo mais proximas da realidade, reforca a consisténcia na
eficAcia do repelente & base de DEET, indicando sua capacidade de protecao
efetiva mesmo em ambientes naturalmente infestados. A participacdo ativa dos
voluntarios, utilizando os produtos selecionados, contribuiu para uma avaliagdo
mais contextualizada, agregando relevancia pratica aos resultados e destacando o
potencial do repelente OFF!® como uma ferramenta eficaz na prevencdo de
picadas de carrapatos em ambientes reais e desafiadores. Esses achados tém
implicacdes importantes na escolha de estratégias de protecdo individual em areas
propensas a infestacdo por Amblyomma sculptum.

Também é importante ressaltar a respeito do uso de ninfas nos bioensaios
realizados. A escolha deveu-se a algumas caracteristicas especificas dessa fase
do ciclo de vida dos carrapatos. O uso de ninfas nos testes justifica-se porque, no
geral, elas tém um tamanho menor e uma cuticula menos espessa em comparacao
com os estagios adultos. Podendo torna-las mais sensiveis aos efeitos dos
repelentes, permitindo uma avaliagdo mais sensivel da eficiéncia desses produtos
(74)(75).

Ademais, as ninfas sdo ativas na busca por hospedeiros para se alimentar,
0 gue as torna mais propensas a entrar em contato com repelentes aplicados. A
capacidade de evitar a fixacdo dessas ninfas € crucial para a eficiéncia préatica dos
repelentes (74)(75).

Outro aspecto importante para o uso de ninfas em testes de repeléncia
contra carrapato € que fases imaturas desse ixodideo, no caso das ninfas, podem
ocasionar lesbes nos locais de fixagdo em humanos, podendo causar reacdes
alérgicas devido a inoculacdo de saliva durante a alimentacdo. Além disso, ao

contrario dos estagios adultos, o tamanho reduzido das ninfas dificulta sua

37



localizacéo e retirada do corpo, portanto € essencial o uso de produtos que repelem
para evitar o contato e a transmissdo de doencas (39).

Sobre a eficiéncia da repeléncia dos produtos testados contra as ninfas do
A. sculptum verificou-se que os produtos a base de DEET obtiveram as melhores
médias nos trés bioensaios, destacando-se o OFF!®. Corroborando com os
resultados positivos para produtos com esse principio ativo tem-se o estudo de
Luker et al. (76) que em bioensaio da ponta do dedo utilizando também produtos a
base de DEET conseguiram 90% de repeléncia das ninfas de carrapatos,
demonstrando que o produto tem potencial para ser utilizado na prevencédo da
transmissdo da bactéria Rickettsia rickettsii pela espécie A. sculptum.

Com relacdo ao tempo de duracdo do efeito de repeléncia dos produtos,
Wong (77), em seu estudo, verificou que a eficiéncia dos repelentes diminui com o
decorrer do tempo, mesmo que o efeito da base permaneca por um periodo
consideravel. Diferente do que foi verificado no presente estudo onde néo foram
identificadas diferencas na eficiéncia ao longo do tempo dos bioensaios, ou seja, o
fator tempo n&o influenciou em nenhum dos testes realizados, ndo possuindo,
portanto, significado estatistico.

Diante o exposto, o presente estudo vem preencher uma lacuna importante
sobre a possibilidade de uso de repelentes comerciais contra A. sculptum; sendo
gue todos os repelentes de insetos avaliados no presente estudo repeliram os
carrapatos significativamente ao serem comparados com o tratamento controle.
Como todas as marcas testadas possuem registro na Anvisa, respeitando a
resolucéo que dispde sobre os requisitos técnicos para a concessao de registro de
produtos cosméticos repelentes de insetos (72), € interessante que a demanda por
um produto com rapido acesso para populacéo e testado em laboratério contra A.
sculptum possa viabilizar a ampliacdo da indicacdo desses repelentes ndo apenas
para insetos, mas também para A. sculptum, e a partir de novos testes, também

para outras espécies que possam parasitar o ser humano.
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6. CONCLUSOES

As conclusdes deste estudo s&o bastante promissoras e relevantes para a
saude publica, especialmente em &reas endémicas de Febre Maculosa Brasileira
(FMB) onde o Amblyomma sculptum € prevalente. A pesquisa demonstrou que 0s
repelentes a base de DEET, Icaridina e IR3535 apresentam eficiéncia na repeléncia
desse carrapato, com destaque para os produtos comerciais OFF!I®, Repelex® e
Exposis®.

Os testes de bioensaio em papel filtro, bioensaio da ponta dos dedos e
bioensaio de campo confirmaram a alta atividade repelente das formulagces, com
diferencas significativas, em relacdo ao grupo controle. Destaca-se o produto
comercial OFF!® que alcancou 100% de repeléncia, nos bioensaios de campo.

A indicacao do uso de OFF!® para a repeléncia de Amblyomma sculptum é
respaldada pelos resultados, especialmente em areas endémicas de FMB. No
entanto, € importante destacar que a efetividade dos repelentes pode ser
influenciada por fatores como a concentracdo do produto, a frequéncia de aplicacao
e as caracteristicas individuais do hospedeiro. Assim, recomenda-se a realizacao
de estudos adicionais para avaliar esses fatores e considerar diferentes populacdes

e ambientes.

Além da relevancia para a repeléncia de A. sculptum, os resultados deste
estudo podem incentivar a exploracéo da eficiéncia desses repelentes contra outras
espécies de carrapatos que também parasitam seres humanos (Amblyomma
aureolatum e Amblyomma ovale). A confirmacgéo da eficiéncia desses produtos é
crucial, dado o papel significativo que os carrapatos desempenham como vetores
de doencas. Portanto, o uso adequado de repelentes pode ser uma medida eficaz
para prevenir infestacdes e, consequentemente, reduzir a incidéncia de doencas

transmitidas por carrapatos.
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ANEXOS

Manuscript Submission Overview

Types of Publications

Pathogens has no restrictions on the maximum length of manuscripts,
provided that the text is concise and comprehensive. Full experimental details must
be provided so that the results can be reproduced. Pathogens requires that authors
publish all experimental controls and make full datasets available where possible
(see the guidelines on Supplementary Materials and references to unpublished
data).

Manuscripts submitted to Pathogens should neither be published previously
nor be under consideration for publication in another journal. The main article types
are listed below and a comprehensive list of article types can be found here—please
note that not all article types are available for all disciplines.

Article: These are original research manuscripts. The work should report
scientifically sound experiments and provide a substantial amount of new
information. The article should include the most recent and relevant references in
the field. The structure should include an Abstract, Keywords, Introduction, Materials
and Methods, Results, Discussion, and Conclusions (optional) sections.

Review: Reviews offer a comprehensive analysis of the existing literature
within a field of study, identifying current gaps or problems. They should be critical
and constructive and provide recommendations for future research. No new,
unpublished data should be presented. The structure can include an Abstract,
Keywords, Introduction, Relevant Sections, Discussion, Conclusions, and Future
Directions.

A Scoping Review type can be submitted as a Review. The structure is similar
to that of a review. Scoping reviews should strictly follow the PRISMA extension for
scoping reviews checklist (http://www.prisma-
statement.org/Extensions/ScopingReviews?AspxAutoDetectCookieSupport=1)
and submit the checklist as non-published material during submission. Templates
for the flow diagram can be downloaded from the PRISMA website and the diagram
should be included in the main text. We strongly encourage authors to register their
detailed protocols, before data extraction commences, in a public registry such as
the Open Science Framework (https://osf.io/) or Inplasy (https://inplasy.com/).
Authors must include a statement about following the PRISMA guidelines and
registration information (if available) in the Methods section.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise do uso de repelentes contra carrapatos da espécie Amblyomma sculptum
(ACARI: IXODIDAE)
transmissores de febre maculosa

Pesquisador: CAIO MARCIO DE OLIVEIRA MONTEIRO

Area Tematica:
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Institui¢ao Proponente: Instituto de Patologia Tropical e Saude PublicalUFG
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DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 4.955.565

Apresentagdo do Projeto:

A febre maculosa é adquirida pela picada do carrapato estrela (Amblyomma sculptum) infectado, podendo
ser letal se nao cuidado. No Brasil ha

escassez de informagdes a respeito da eficiéncia da repeléncia sobre o A. sculptum, portanto a realizacio
dos experimentos tem como objetivo

avaliar a repeléncia quimica de produtos a base dos compostos DEET, IR3535 e Icaridina utilizados contra o
carrapato de forma a verificar a

seguranca dos produtos e estabelecendo os requisitos minimos para o registro junto aos érgdos
competentes. Para o experimento serdo utilizados 6

(seis) repelentes comerciais com registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo eles:
OFF, Repelex, Jhonson,

Henlau,Exposis e SBP; sendo dois de cada composto citado. Serdo realizados trés bioensaios para
avaliagdo do comportamento dos carrapatos:

Bioensaio do Papel filtro; Bioensaio da Ponta do Dedo e Teste de Campo. Sabendo-se da
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Bairro: S5t Leste Universitario CEP: 74605020
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importancia do

carrapato-estrela (A. sculptum) para a

salde publica, torna-se essencial estudos sobre o uso de repelentes e a elaboracio de requisitos minimos
que auxiliardo na elaboragio de

protocolos com vistas ao registro

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a repeléncia guimica de produtos comerciais a base de DEET, IR3535 e lcaridina contra
Amblyomma sculptum

Objetivo Secundario:

-Testar a repeléncia de DEET, Icaridina e IR3535 por meio do bioensaio em papel filtro, bioensaio da ponta
dos dedos e teste de

campo,comparando as metodologias;

-\erificar o tempo de repeléncias das substincias testadas;

-Estabelecer os requisitos minimos para o registro dos produtos repelentes para Amblyomma sculptum

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Com relagio as substancias que serdo utilizadas ndo ha risco pois todas possuem liberagao para uso
humano pelo 6rgdo competente (ANVISA) e

os voluntarios fardo um teste de contato, como recomendado pelos fabricantes, com antecedéncia. Ja com
relagio ao contato com carrapatos a

equipe ja é treinada e medidas para prevencgio de parasitismo serdo tomadas, sendo que em todos testes o
uso de EPls preconizados serdo

utilizados. No laboratério, ambiente controlado, a visualizagdo e monitoramento das ninfas é mais facil. E
com relagio ao teste de campo, todos

voluntarios irdo vistoriar o corpo com frequéncia para evitar infestagdo por carrapatos. Caso algum
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voluntario durante os testes apresente qualquer

sintoma de reagdo alérgica ou for parasitado por carrapatos, este sera retirado do experimento e
encaminhado imediatamente para o pronto socorro

mais proximo ou para o laboratério para retirada dos ectoparasitos, respectivamente.

Beneficios:

MNo Brasil ndo ha regulamentagio pela ANVISA para o uso de repelentes contra carrapatos, assim torna-se
essencial o presente estudo que ira

garantir a agio preventiva da febre maculosa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes”.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes”.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

MNao ha dbices éticos ao projeto de pesquisa avaliado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este Protocolo de Pesquisa foi APROVADO na sua totalidade, de acordo com as Resolugbes 466/12 e
complementares do Conselho Nacional de Saude. Os

aspectos que foram considerados para que esta decisdo fosse tomada constam no parecer. A pesquisa
podera ser iniciada e toda e qualquer alteragdo no protocolo devera ser comunicada ao CEP/HC/UFG,
assim como relatérios semestrais e finais, notificagdo de eventos adversos e eventuais emendas ou

modificagbes no protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PBE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1726899.pdf 13:36:14
Outros Respostas_pendencias_13_07_2021.do| 13/07/2021 |VIVIANE Aceito
cX 13:36:00 |ZERINGOTA
RODRIGUES

TCLE / Termos de  |tcle_13_07_2021.doc 13/07/2021 |VIVIANE Aceito
Assentimento / 13:35:47  |ZERINGOTA
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Justificativa de tcle_13_07_2021.doc 13/07/2021 |RODRIGUES Aceito
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Nota Técnica

Indicacdo para uso de repelentes contra carrapatos da espécie (Amblyoma
Sculptum) (ACARI: IXODIDAE) transmissores de febre maculosa brasileira.

Para: Ministério da Saude e Vigilancias Sanitarias Brasileiras.

1. ASSUNTO

ApoOs resultados de pesquisa de doutorado do Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias em Tecnologia em Saude da Universidade de Brasilia indica-se a atualizar
a recomendacdo de uso de repelentes comerciais contra carrapatos da espécie
(Amblyoma Sculptum) (ACARI: IXODIDAE) transmissores de febre maculosa
brasileira.

2. ANALISE

2.1.A realizacdo de estudos sobre a eficiéncia do uso de repelentes contra
carrapatos causadores da febre maculosa brasileira € de extrema
importancia, considerando o impacto significativo da doenca na saude
publica e a necessidade de medidas preventivas eficazes. Trata-se de uma
enfermidade zoondtica grave, com alta letalidade em casos néo tratados,
representando um desafio significativo para a satde no Brasil.

2.2.A doenca é transmitida principalmente pelo carrapato A. sculptum, que
possui uma distribuicdo geografica ampla no Brasil e capacidade de
adaptacao nos diferentes ambientes. Assim, a capacidade do carrapato A.
sculptum de transmitir patdgenos justificam a necessidade de pesquisas
voltadas para a avaliagao da repeléncia quimica.

2.3.0s repelentes tém se mostrado ferramentas cruciais na prevencao de
picadas de carrapatos e, consequentemente, na reducdo do risco de
contrair doencgas associadas a esses artropodes. Estudos que avaliam a
eficiéncia especifica de diferentes tipos de repelentes contra carrapatos séo
fundamentais para orientar as estratégias de prevencdo e protecdo da
populacéo, fornecendo informacdes essenciais que orientam a escolha e o
uso adequado desses agentes de protecdo. Considerando a urgéncia em
mitigar os riscos da Febre Maculosa Brasileira (FMB), investigacdes sobre
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2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

a eficiéncia especifica de repelentes contra o carrapato transmissor tornam-
se imperativas.

Esses estudos podem fornecer dados valiosos para embasar politicas de
saude publica, direcionando a populagédo quanto as praticas mais eficazes
de prevencao. Dessa forma, a pesquisa nesse campo contribui ndo apenas
para a compreensao dos mecanismos de protecdo, mas também para a
implementacdo de medidas mais efetivas no combate a febre maculosa
brasileira.

Compreender a eficiéncia dos repelentes contra carrapatos é fundamental,
pois esses produtos podem ajudar a evitar as picadas do vetor, diminuindo
assim o risco de transmissao de patdégenos como a bactéria Rickettsia
rickettsii, responsavel pela FMB. Os repelentes atuam interferindo nos
sistemas fisiolégicos e bioquimicos do carrapato, induzindo uma resposta
de repeléncia que afasta os aracnideos do hospedeiro humano.

E essencial que esses repelentes sejam testados e avaliados quanto a sua
eficiéncia especifica contra a espécie A. sculptum em estudos laboratoriais
e de campo, verificando a eficiéncia em condi¢cbdes de uso real, bem como
a efetividade desses produtos em repelir esse carrapato. Destaca-se que 0s
estudos devem abranger diferentes formulacdes de repelentes, para
determinar qual oferece a melhor protecéo contra o carrapato estrela, bem
como a duracédo da protecao oferecida.

Nesse sentido, realizou-se pesquisa no Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias em Tecnologia em Saude da Universidade de Brasilia com o
objetivo de avaliar a repeléncia quimica de repelentes a base de DEET,
Icaridina e IR3535 utilizados contra o0 Amblyomma sculptum.

Ademais, testaram a repeléncia de DEET, Icaridina e IR3535 por meio do
bioensaio em papel filtro, bioensaio da ponta dos dedos e bioensaio de
campo, e avaliaram a possibilidade de indicagdo do uso dos produtos
avaliados para a repeléncia de Amblyomma sculptum.

Para a realizacéo dos testes de repeléncia, na pesquisa, foram utilizados
seis repelentes comerciais liquidos com registro na ANVISA: repelentes a
base de DEET das marcas OFF!® Family Company, e Repelex® (Reckitt
Benckiser, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); a base de Icaridina das marcas
Exposis® e SBP® (Reckitt Benckiser, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); e a
base de IR3535 das marcas Johnsons® e Henlau®. Os registros na
ANVISA dos repelentes utilizados sdo: 201920481 (OFF!), 203450001
(Repelex) 232520009 (Exposis), 203451022 (SBP), 200920551 (Johnsons)
e 227430204 (Henlau).
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2.10. Foram utilizadas ninfas n&o alimentadas com idade de duas semanas
a dois meses; e realizados trés bioensaios para avaliacdo do
comportamento dos carrapatos: bioensaio do papel filtro, bioensaio da
ponta do dedo e bioensaio de campo.

2.11. As conclusdes deste estudo sdo bastante promissoras e relevantes
para a saude publica, especialmente em areas endémicas de FMB onde o
Amblyomma sculptum é prevalente. A pesquisa demonstrou que 0s
repelentes a base de DEET, Icaridina e IR3535 apresentam eficiéncia na
repeléncia desse carrapato

2.12. No bioensaio do papel filtro observou-se os seguintes percentuais de
repeléncia: OFFI® — 97,08%; Repelex® — 95,42%, SBP® — 93,33%,
Exposis® - 94,58, Henlau® — 75,42% e Johnson® — 76,25%. Verificou-se
gue a ordem de repeléncia dos produtos: OFF!® > Repelex® > Exposis® >
SBP® > Johnson® > Henlau®.

2.13. Para o bioensaio da ponta do dedo e de campo utilizaram-se os 3
(trés) repelentes que apresentaram os melhores resultados no bioensaio de
papel filtro a saber: OFF!® (DEET), Repelex® (DEET) e Exposis®
(Icaridina).

2.14. No bioensaio da ponta do dedo pode-se observar que as ninfas de A.
sculptum foram fortemente repelidas pelo repelente OFFI®, ao longo das
cinco horas de teste, ficando o percentual de repeléncia em 96,67%, contra
47,7% do Repelex® e 55,5% do Exposis®.

2.15. No bioensaio de campo, ndo foi observada diferenca significativa
entre os repelentes Repelex®, Exposis® e OFF!®.

2.16. Todos os repelentes testados demonstraram altos percentuais de
repeléncia contra A. sculptum. O repelente OFF!® apresentou o melhor
percentual de repeléncia (100%), seguido pelo Repelex® (96,8%) e
Exposis® (93,1%), ao longo das duas horas do teste.

3. CONCLUSAO

3.1. A pesquisa demonstrou que os repelentes a base de DEET, Icaridina e
IR3535 apresentam eficiéncia na repeléncia desse carrapato, com destaque
para os produtos comerciais OFF!I®, Repelex® e Exposis®.

3.2.0s testes de bioensaio em papel filtro, bioensaio da ponta dos dedos e
bioensaio de campo confirmaram a alta atividade repelente das
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formulacdes, com diferencas significativas, em relacdo ao grupo controle.
Destaca-se o produto comercial OFF!® que alcancou 100% de repeléncia,
nos bioensaios de campo.

3.3.A indicacdo do uso repelente contra a picada de Amblyomma sculptum é
respaldada pelos resultados, especialmente em areas endémicas de FMB.
No entanto, € importante destacar que a efetividade dos repelentes pode
ser influenciada por fatores como a concentracao do produto, a frequéncia
de aplicacdo e as caracteristicas individuais do hospedeiro.

3.4.Além da relevancia para a repeléncia de A. sculptum, os resultados deste
estudo podem incentivar a exploracdo da eficiéncia desses repelentes
contra outras espécies de carrapatos que também parasitam seres
humanos. A confirmacédo da eficiéncia desses produtos € crucial, dado o
papel significativo que os carrapatos desempenham como vetores de
doencas.

3.5. Portanto, a indicagéo do uso de repelentes comerciais pode ser uma medida
eficaz para prevenir infestacdes e, consequentemente, reduzir a incidéncia
de doencas transmitidas por carrapatos, especialmente a Febre Maculosa
Brasileira.

BEATRIZ RODRIGUES DE BARCELOS

Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias em Tecnologia em Saude

Universidade de Brasilia
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