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RESUMO

Formulagdes repelentes para uso topico visam a protecdo pessoal contra picadas de
insetos. As formulagdes contendo lipossomas possuem a grande vantagem de aumentar a
concentragdo da substancia ativa no sitio de acdo, prolongando em alguns casos o seu tempo
de permanéncia no local de aplicagdo, além de reduzir os efeitos colaterais.

Neste trabalho testou-se dois métodos de inclusdo da substincia repelente N-N-dietil-
m-toluamida (DEET) em lipossomas, o método da hidratagdo do filme lipidico usando a
matéria prima Phospholipon® que ¢ um concentrado de fosfatidilcolina e o0 método do pré-
lipossoma usando a matérias-prima Phosal® que é um preparado de fosfatidilcolina e
colesterol. De posse da metodologia mais apropriada para a inclusdo do DEET no lipossoma,
foi definido o melhor percentual de DEET em relacdo aos lipidios totais para ser incorporado.
Este foi de 42 mM de fosfatidilcolina (PC) para 8,4 mM de DEET e chegou-se a uma relagao
maxima de 252 mM de fosfatidilcolina para 20 % de DEET em relacdo aos lipidios totais.

Controlou-se a concentracdo de fosfatidilcolina pela determinagdo de fosforo nas
amostras de lipossomas ¢ a concentracdo de DEET pela determinacdo em espectrofotometria
UV/VIS.

Avaliou-se o tamanho dos lipossomas produzidos por espectroscopia de espalhamento
da luz laser (PCS) e por microscopia eletronica de transmissdo (MET).

Preparou-se um gel de Natrosol® a 1% para veicular os lipossomas produzidos nas
proporcdes 252 mM de PC: 20% de DEET e desenvolveu-se uma metodologia de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para analisar o DEET nesta preparagao.

Para as analises em CLAE, utilizou-se uma coluna de fase reversa C;3 ODS, com
eluigdo isocratica e fase movel composta de mistura de tampao acetato de aménio 0,03 M (pH
=4,5) e acetonitrila nas propor¢des 60:40 (v/v) com deteccdo em UV (A =250 nm). O tempo
de retencdo do DEET nestas condi¢des foi de 8§ minutos e determinou-se, também, os
parametros de validacdo do método (especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e
robustez).

Avaliou-se a eficacia da formulagdo repelente através de teste in vinvo com 9
voluntarios humanos e mosquitos Aedes aegypti cepa Rockefeller. Aplicou-se o teste de
Wilcoxon singned rank test para todos os horarios testados e verificou-se que a formulagao
desenvolvida, aplicada na concentragio 6,25 mg/cm’, proporcionou uma cobertura de doze
horas.
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ABSTRACT

Repellent formulations for topical use provide personal protection against insect
bites.The liposome formulations have the great advantage of increasing the concentration of
the active substance in the action and/or application field, besides reducing colateral effects.

In this research two methods of inclusion of the repellent substance N-N-diethyl-m-
toluamide (DEET) in liposomes were evaluated: the lipidic film hydration method using the
raw material Phospholipon, which is concentrated phosphathydilcoline (PC), and the pre-
liposome method using the raw material Phosal, which is a preparation of phosphatydilcoline
and cholesterol. Having got the most appropriate methodology for the inclusion of DEET in
the liposome, the best percentage of DEET to be incorporated in relation to total lipids was
defined. This was 42mM of phosphatydilcoline (PC) to 8,4 mM of DEET, reaching a
maximum relation of 252 mM of phosphatydilcoline to 20% of DEET in relation to total
lipids.

The concentrations of phophatydilcoline were controlled by determining the amount of
phosphorus in the samples of liposomes whereas the incorporated concentrations of DEET
were controlled by the spectophotometrics analysis.

The size of the liposomes produced by Photon Correlation of Spectrophotometric
(PCS) and by Transmition Electron Microscopy (TEM) was also evaluated.

Natrosol jelly at 1% was prepared as a vehicle for the produced liposomes in the
proportion 252 mM of PC: 20% of DEET and a methotodology of High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was developed in order to analyse DEET in this preparation.

The analyses were carried out in Shimadzu Chromatographs. A C18 ODS reversed
phase column with isocratic elution and a mobile phase composed of a solution of ammonium
acetate buffer 0,03 M (pH = 4,5) and acetonitrile in the proportion 60:40 (v/v) with a
Ultraviolet detection (A = 250 nm) was used. The retention time of DEET in these conditions
was 8 minutes and the validation parameters of the method (especificity, linearity, precision,
exactness and robustness) were also determined.

The efficiency of the repellent formulation was evaluated through “in vivo” test with 9
human volunteers and Aedes aegypti Rockefeller cepa mosquitoes. The Wilcoxon signed rank
test was used all the time and it was concluded that the developed formulation, applied in the

concentration 6,25 rng/cm2 , was effective for twelve hours.
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1 INTRODUCAO

Os repelentes quimicos sintéticos sdo substancias com discreto odor que quando
aplicadas topicamente tém a propriedade de modificar o comportamento dos insetos
impedindo-os de picarem. Algumas espécies de mosquitos hematofagos transmitem
avboviroses e parasitoses, ja outros além do desconforto das picadas podem provocar reaces
alérgicas (WILKINSON, 1990; MARCONDES, 2001).

Este trabalho propde-se a desenvolver uma formulagdo contendo lipossomas usando
matérias-primas biocompativeis na qual é veiculado o principio ativo N,N-dietil-m-toluamida
(DEET), um repelente quimico de uso consagrado desde 1957 em formulagGes comerciais
(WEINER, MARTIN & RIAZ, 1989; FRADIN, 2002). Para isso, utilizou-se de recursos
instrumentais para a definicdo da metodologia de anélise dos insumos e do lipossoma
produzido, a partir da melhor relagcdo entre a concentracdo de fosfatidilcolina (PC) e o
percentual de DEET utilizado, bem como a metodologia de andlise do produto acabado.

As metodologias usadas para a caracterizacdo dos lipossomas foram: dosagem de PC
por colorimetria, quantificacdo do DEET por espectrofotometria UV/VIS, determinacdo do
tamanho médio dos lipossomas por espectroscopia de espalhamento da luz laser, visualizagdo
dos lipossomas por microscopia eletronica de transmissdo, quantificagdo do DEET nas
formulagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e teste de eficécia in vivo
utilizando militares voluntarios (ACKERS, 1967; GREGORIADIS, 1973; WISCHNITZER,

1980; GROVES, 1984; NEW, 1990; BAYNES, YEATTS & RIVIERE, 2002).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A pele

A pele (FIGURA 1) é um 6rgdo que tem dentre as varias fungdes a de barreira fisica,
isto é, protege o organismo, de um lado impedindo a entrada de substancias e corpos
estranhos e, de outro, evitando a evaporacdo excessiva de agua pelo corpo o que levaria a

desidratacéo.

Folioulo Gliandula Camans oOmea
Captias sutleipara da epiderme

i Epidenme

e

Fibwries
MHEOSaS

L elulas die
_eordura
Wi,

- sangdiinens

FIGURA 1 — Representacdo esquematica da pele, mostrando as camadas: epiderme e derme
(http://www.peledeseda.com/estetica/frame_1.htm , capturado em 05/08/03).

E formada por duas camadas distintas, firmemente unidas entre si: a epiderme e a
derme. A epiderme, formada por um arranjo de cinco estratos de células achatadas, ¢ o local
onde esta funcdo de barreira cutnea é efetuada e estd na razdo direta da sua composicao
quimica em lipidios, principalmente na sua camada mais externa, o estrato corneo (HALLER,
1989).

O estrato corneo é composto de células chamadas (queratindcitos) e de lipidios livres,

que se encontram principalmente nos espagos intercelulares, formando camadas
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multilamelares. Estas camadas multilamelares sdo constituidas predominantemente de
ceramidas, colesterol e de acidos graxos livres que sdo responsaveis por impedir a saida de
agua do nosso organismo. Alguns lipidios sdo apolares enquanto que outros possuem uma
parte polar (cabeca) e outra apolar (cauda), estes por sua vez séo classificados como
anfifilicos (LEHNINGER, NELSON & COX, 1995).

As células da camada basal contém, principalmente, os fosfolipidios. Na camada
granular a quantidade de fosfolipidios diminui a medida que se aproxima da camada mais
externa, o estrato corneo. Nesta regido, observa-se que as composic¢des de colesterol, sulfato
de colesterol e glicoceramidas vdo aumentando (HALLER, 1989).

Esses lipidios sdo moléculas que podem ser essencialmente apolares, como o0s acidos
graxos de cadeias saturadas ou parcialmente apolares possuindo uma parte da molécula com
grupos funcionais de caracteristicas hidrofilicas, como os fosfolipidios (anfifilicos).

Os lipidios anfifilicos contém um grupo hidrofilico (cabeca polar) e uma cadeia de
hidrocarboneto (apolar) cauda hidrofébica. Estas caracteristicas lhes proporcionam a
propriedade de quando misturados a solugdes aquosas formarem agregados microscopicos
nos quais as suas metades hidrofébicas interagem umas com as outras (cauda-cauda) e 0s
grupos hidrofilicos interagem com a agua que os envolvem (LEHNINGER, NELSON &

COX, 1995).

2.2  Os mosquitos
2.2.1 Taxonomia dos Mosquitos

Para classificarmos os organismos, fazemos uso de categorias taxondmicas: Reino,
filo, classe, ordem, familia, Género e Espécie. Podem ainda existir subdivisdes, como

subfamilia, subespécie etc.
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O filo Arthropoda inclui cerca de 85% das espécies animais conhecidas e se supde que
existam mais de 30 milhdes de espécies de insetos, algumas destas espécies tém grande
interesse epidemioldgico, pois podem causar doencas a0 homem, seja por sua acdo direta ou
pela transmissao de agentes patogénicos de varios tipos (MARCONDES, 2001).

A classe Insecta compreende milhares de espécies muito diferentes, tais como
mosquitos, moscas, pulgas, piolhos, besouros, baratas, percevejos, abelhas, etc. Algumas
espécies transmitem doencas (especificas para cada espécie), outras podem provocar reacdes
alérgicas. O controle de insetos, pragas ou vetores pode ser feito com diferentes substancias
quimicas (larvicidas, adulticidas e repelentes).

Com a ocupacdo urbana descontrolada, o desmatamento e a consequente reducdo de
seus predadores, alguns insetos aumentaram sua populacdo descontroladamente,
principalmente nos meses quentes do ano (GOULART & LEITE, 1978 ; REY, 1992).

No Brasil, devido ao clima predominantemente tropical, ocorrem ndo s6 a
multiplicagdo de inumeros insetos como tambeém a disseminacdo de muitas parasitoses em
regides consideradas endémicas e eventualmente epidémicas de grande importancia sanitéaria
e econdmica (GOULART & LEITE, 1978 ).

A ordem Diptera é composta de insetos bem diferenciados, que possuem um Unico par
de asas, dentre os quais 0s mosquitos, providos de aparelho bucal sugador. A importancia
epidemioldgica deste grupo de artrépodes deve-se ao fato de algumas espécies, na sua fase
adulta, alimentarem-se de sangue (insetos hemat6fagos) e serem hospedeiros intermediarios e
transmissores de doencas causadas por virus, protozoarios e helmintos (REY, 1992).

A predisposi¢do a picadas de insetos tem variagdo individual e é decorrente do efeito
atrativo que substéncias exaladas pela pele exercem. O mecanismo de atragdo de mosquitos

pelos seres vivos é bastante complexo, e decorre de varios estimulos, entre eles os estimulos
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visuais, principalmente para insetos de habitos diurnos, o calor e o olfato ou uma associacéo
desses estimulos.

E sabido que vestimentas escuras, calor, umidade, odor de substancias como CO,,
acido lactico, suor e aromas exalados pela pele sdo fatores que predispdem a atracdo de
insetos hematdfagos (DAVIS & BOWEN, 1994; SCHRECK, KLINE & CARLSON, 1990).
Os mosquitos possuem quimiorreceptores em suas antenas, responsaveis, entre outros, por sua
orientagédo (RIDGWAY, 1990 ).

A ordem Diptera é dividida em trés subordens: Nematocera, na qual os adultos
apresentam antenas longas com seis articulos, Brachycera, cujos adultos tém antenas curtas
formadas por trés ou quatro articulos e Cyclorrapha, que compreende insetos que possuem
antenas com trés articulos.

Os Nematocera possuem varias familias de interesse médico:

familia Psychodidae, composta pelos género Phlebotomus e Lutzomyi,
transmissores da leishmaniose.

e familia Simulidae, cujos espécimes sdo conhecidos como “borrachudos”,
transmissores da oncocercose.

o familia Ceratopogonidae, género Culicoide, conhecido como “pium”,
transmissor da manssonelose.

e familia Culicidae, composta pelas sub-familias Anopheinae e Culicinae

(FIGURA 2), conhecidos como "mosquitos”, transmissores de malaria,

filariose linfatica, febre amarela e dengue, entre outros (REY, 1992).

Na atualidade, conhece-se cerca de trinta milhGes de espécies de insetos distribuidas

em todo o mundo. Os Culicidae sdo dipteros de corpo delgado e pernas longas, cujo

desenvolvimento pos-embrionario se faz por holometabolismo, ou seja, inclui metamorfose

completa.
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Assim sendo, apresentam varios estagios que se sucedem, a saber: ovo, larva (com
quatro estadios), pupa e adulto (FIGURA 3). Os trés primeiros estagios sdo aquaticos e o
ultimo é terrestre (FORATTINI, 2002).
Reino Metazoa
Filo Arthropoda

l

Classe Insecta

l

Ordem Diptera

|

Familia Culicidae

— T

Subfamilia Anophelinae Subfamilia Culicinae
Género Anopheles Tribo Aedini Tribo Culicini
Género Aedes Género Culex

FIGURA 2 - Representacdo esquematica da classificacdo resumida dos mosquitos,
evidenciando os géneros Anopheles, Aedes e Culex, de interesse em entomologia médica
(FORATTINI, 2002).
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FIGURA 3 — Representacdo esquematica do ciclo de vida dos mosquitos, mostrando as fases

ovo, larva (quatro estadios), pupa e adulto.

Os ovos sdo postos isoladamente ou aglomerados e quando eclodem podem gerar
larvas de ambiente aquatico (MARCONDES, op. cit). Os mosquitos adultos alimentam-se de
néctar e somente as fémeas se alimentam do sangue, necessario para a maturacdo de seus
0VO0S.

2.3 Algumas doencas transmitidas por mosquitos
As doencas transmitidas por mosquitos no Brasil, a exemplo do que ocorre em muitos

outros paises, continuam a ser um problema de sadde publica.
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Arboviroses e parasitoses continuam a emergir em regides endémicas com alguns
episodios de epidemia, 0 que tem merecido por parte do Ministério da Salde, programas
especificos de controle, como é o caso da dengue e da malaria.

2.3.1 Maléria

A maléria € causada por protozoarios do género Plasmodium. Quatro espécies podem
ocasionar a doengca em suas varias formas: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale e Plasmodium malariae. Os parasitas sdo transmitidos de uma pessoa para
outra pela fémea das espécies do mosquito do género Anopheles. Estes insetos possuem
habito crepuscular e noturno, e as fémeas depositam seus ovos em ambientes naturais, em
colecBes de &gua de tamanho variado. Esta doenca, segundo dados da Organizacdo Mundial
de Salde, afasta aproximadamente 3 milhdes de pessoas a cada ano sendo que, em muitos
casos ocorre 0 6bito dos pacientes (FRADIN, 2002). Os casos de malaria na Amazonia legal
ttm aumentado (TABELA 1), embora as acOes de controle no Brasil tenham sido
intensificadas com a diminui¢do do numero de municipios de alto risco, das internacées e dos

Obitos.

TABELA 1 - Nimero de casos de malaria ocorridos na Amazonia Legal

Ano 2002 2003 2004

Total de casos notificados 348.259 407.995 459.013

Fonte: SISMAL, SIVEP-Malaria, SVS/MS. Disponivel em:< http://funasa.gov.br> Acesso
em 28 abr. 2005.

Os casos de maléria ocorridos fora da regido amazonica alertam para o problema do
éxodo de pessoas infectadas e a possibilidade de novos surtos epidémicos, como aquele

ocorrido no estado do Ceard em 2002 (TABELA 2).
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TABELA 2 — Total de casos de malaria ocorridos fora da regido amazénica

9

Estados 2002 2003 2004
Piaui 9 38 89
Ceara 402 4 29
Bahia 12 71 3
Parana 106 5 42
Mato Grosso do Sul 38 0 12
Minas Gerais 1 31 13
Espirito Santo 0 0 81
Goias 5 0 13
Rio de Janeiro 1 19 8
Séo Paulo 4 29 11
Pernambuco 0 0 19
Total 580 188 320

Fonte: SISMAL e SINAM/SVS/MS. Disponivel em:< http://funasa.gov.br> Acesso em 28

abr. 2005.

2.3.2 Dengue e Febre amarela

No Brasil, a dengue é uma doenca transmitida pelo mosquito Aedes aegypti. Existem

quatro sorotipos virais, designados por I, I, Il e IV, do género Flavivirus. Surge sob a forma

de grandes epidemias, com grande numero de casos. A forma clinica conhecida como dengue

hemorragica envolve véarios fatores, como o tipo de virus, a idade do paciente, o estado

imunologico e a predisposicdo genética da pessoa infectada. Os mosquitos do género Aedes

sdo responsaveis, ainda, pela transmissao de outra arbovirose, a Febre Amarela.
Os virus destas duas doencas sdo transmitidos de uma pessoa para outra pela fémea

das espécies do género Aedes que depositam seus ovos em locais de agua parada

(FORATTINI, 2002).
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TABELA 3 - Distribuicdo de casos confirmados de dengue no Brasil, por Unidade
Federada.

Regiéo 2002 2003 2004

NORTE 28.816 40.632 31.240
NORDESTE 301.375 170.845 34.772
SUDESTE 387.106 86.160 31.091
SUL 7.665 9.879 387

CENTRO-OESTE 69.257 34.260 15.428
Total 794.219 341.776 112.918

Fonte: SISMAL e SINAM/SVS/MS.

Disponivel em:< http://funasa.gov.br> Acesso em 28 abr. 2005.

As tabelas 3 e 4 mostram o total de casos de dengue, nos anos 2002-2004, e de febre
amarela nos anos de 2002 e 2003, no Brasil, respectivamente.

TABELA 4 - Distribuigéo de casos confirmados de febre amarela no Brasil, por Unidade
Federada.

Regido 2002 2003
NORTE 9 1
NORDESTE 0 0
SUDESTE 8 58
SUL 0 0
CENTRO-OESTE 0 4
Total 17 63

Fonte: SISMAL e SINAM/SVS/MS.
Disponivel em:< http://funasa.gov.br> Acesso em 28 abr. 2005.

2.3.3 Filariose linfatica

A filariose linfatica ou bancroftiana € uma enfermidade debilitante que causa vérias
manifestacdes clinicas no ser humano, sendo a mais conhecida aquela que provoca alteracéo
no seu aspecto fisico, como a dilatacdo de membros inferiores (elefantiase). No Brasil é
causada pelo parasitismo de nematddeos da espécie Wuchereria bancrofti. Os vermes adultos
ficam albergados nos vasos linfaticos e as formas embrionérias (microfilarias), na circulacéo

sanguinea. Sua principal caracteristica, que é aproveitada para o diagndstico laboratorial, € 0
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passeio noturno das microfilarias no sangue periférico. O mosquito Culex quinquefasciatus,
cosmopolita, de habitos noturnos é comumente encontrado nas regiGes tropicais e
subtropicais, sendo o principal vetor desta doenca (FORATTINI, 2002).

Em algumas partes do Brasil a filariose bancroftiana (Elefantiase) despontou e vem
constituindo um sério problema em saude publica (ALBUQUERQUE et al, 1995). Estima-se
que 49 mil pessoas estejam infectadas pela Wuchereria bancrofti e que trés milhdes de
individuos residam em areas consideradas de risco, nos estados de Alagoas, Para e
Pernambuco (MEDEIROS, 2004).

As doencas transmitidas por insetos representam um grande desafio e sdo responsaveis
por uma porcentagem significativa de mortes por todo o0 mundo, principalmente nos paises de
clima tropical. As campanhas de controle de vetores no Brasil tém conseguido diminuir 0s
casos de dengue, mas ndo tém sido tdo efetivas contra a Maléria ou a Filariose, por exemplo.
Outras por serem doencas caracteristicas de, respectivamente, ambientes de florestas e de
regibes endémicas negligenciadas, necessitam de medidas de protecdo diferenciadas, que
objetivem evitar o contato com 0 mosquito.

Essa protecdo pode ser alcancada tomando-se as seguintes medidas:

e evitando locais infestados pelas espécies transmissoras da doenca;
e protegendo as casas com telas;

e usando roupas protetoras;

e usando repelentes de insetos nas areas descobertas do corpo.

Em muitos casos a aplicacdo de repelente na pele pode ser o unico modo para
proteger-se das picadas dos mosquitos, como no caso de pessoas gque necessitam estar em
zonas endémicas. Vale lembrar que, em muitas situacGes, uma Unica picada de um inseto

infectivo pode provocar contaminacdo (ROZENDAAL, 1997).
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2.4 Os Repelentes de mosquitos

Os repelentes sdo substancias ou métodos utilizados para afastar os insetos e evitar
suas picadas. Normalmente, sdo usadas substancias com discreto odor, veiculadas em
preparagdes cosméticas convencionais, como: cremes, logdes, solucbes, geis e 6leos. Os
repelentes de aplicacdo topica sdo substancias empregadas para afasta-los ou modificar o
comportamento, impedindo-os de picarem. Podem ser divididos em duas categorias: 0s 6leos
(volateis e fixos) derivados de plantas e as substancias quimicas sintéticas. Dentre 0s
derivados de plantas, podemos citar: 6leo de citronela, éleo de andiroba e os piretroides. Os
repelentes quimicos mais comuns sao: indalona, dimetilftalato, hexanodiol e DEET.

Um repelente de uso topico ideal deve ser eficiente contra os artrépodes hemat6fagos
em geral, deve possuir as seguintes caracteristicas: ndo ser toxico e nem irritante para o
homem, ndo ser plastificante, isto é, ndo deve ficar aderido a pele dando um aspecto oclusivo,
e possuir um tempo de protecdo o mais prolongado possivel (HALL, GREEN & BEROZA,
1957; SHERMAN, 1966).

Segundo Smith (1966) ndo existe um repelente ideal, pois nenhum candidato a
repelente é totalmente inodoro. Além disso, em geral os repelentes possuem relativa
substantividade, sendo dificilmente removidos da pele devido a sua natureza fisica oleosa ou
plastificante (SMITH, 1966).

Os repelentes para uso topico e aqueles aplicados em vestimentas, cortinas e
mosquiteiros, constituem as medidas de protecdo pessoal mais comumente empregados contra
picadas de insetos. Consequentemente, um importante método de prevengdo de doengas
transmitidas por estes vetores, principalmente no caso de pessoas que precisam proteger-se
por curtos periodos, em areas onde ndo é possivel utilizar outros métodos de controle

(FRADIN, 1998).
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Vaérias preparacOes contendo permetrina, dimetilftalato, 6leo de citronela e DEET
estdo disponiveis no comércio, oferecendo protecdo por algumas horas. Estas preparacdes
podem ter sua eficiéncia diminuida por absorcdo, evaporacdo ou suor. Os repelentes mais
eficazes que se conhece até hoje tém como principio ativo o DEET e a permetrina. Este
ultimo produto é um inseticida mas, quando aplicado em vestimentas, atua como repelente de
contato. Estudos “duplos cegos” realizados com voluntarios das Forgas Armadas dos Estados
Unidos da América demonstraram que as formulagdes associando DEET e permetrina, séo
bastante eficazes (YOUNG & EVANS, 1998).

Os repelentes podem ser associados a substancias que tém funcdo sinergista. Estas
substancias geralmente ndo sdo toxicas para os insetos, mas podem contribuir com a atividade
inseticida dos piretroides sintéticos (como no caso do butdxido de piperonila, que inibe as
monooxigenases, capazes de detoxificar substancias exdgenas) ou facilitar a volatilizacdo do
repelente, aumentando o seu raio de agao.

A maioria dos repelentes é solubilizada em solvente apropriado (em geral alcool) e
aplicado sob a forma de spray sobre a area a ser protegida, que pode ser a pele, um tecido ou
outra superficie.

O DEET ¢ uma substancia organica liquida, volatil sob pressdo normal e a temperatura
ambiente, sendo praticamente insolivel em &gua, embora solivel em solventes orgéanicos.
Esta substancia possui algumas caracteristicas que sdo consideradas indesejaveis para o seu
uso como repelente: polimerizavel (efeito plastificante), possui odor desagradavel e esta
associada a alguns efeitos toxicos, quando empregada em concentracfes superiores aquelas
recomendadas e/ou aplicagdes sucessivas (GRYBOSKI WEINSTEIN & ORDWAY, 1961,
MILLER, 1982).

O DEET tem sido extensivamente usado nos paises da Europa e das Américas desde a

sua descoberta, por um cientista do Departamento Norte-Americano de Agricultura.
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Este substancia foi patenteada pelo exército americano em 1946, sendo liberada para

uso geral em 1957 (FRADIN, 1998).

2.4.1 Estrutura e propriedades fisico-quimicas do DEET

A substdncia N-N-dietil-m-toluamida, um derivado da benzamida, € bastante
conhecida por seu amplo espectro de repeléncia contra artrépodes e é amplamente utilizada
em varias formulagdes encontradas no mercado (TABELA 5).

TABELA 5 - Propriedades fisicoquimicas do repelente de insetos DEET

PROPRIEDADE DESCRIQAO
O
Formula estrutural HsC | N~ CH,
kC Hs

Formula molecular Ci2H17NO
Peso molecular 191,30
Aspectos fisicos Liquido oleoso de cor ambar
Ponto de ebuligéo 111 °C (1 atm)
Densidade 0,990-1,000 g/cm® a 25 °C.
Press&o de vapor 1,67 x 10° mm Hg a 25 °C.
Solubilidade Insoltvel em &gua. Miscivel em solventes organicos

Em ratos, a dose letal (LD50) oral € 2-4 g/KG de DEET (AMBROSE & YOST, 1965).
Com relacdo ao homem, o relato mais completo de casos de toxicidade devido ao uso citado
na literatura, foram realizados por Veltri e colaboradores, quando foram analisadas 3.098
ocorréncias de possivel envenenamento por exposi¢do ao DEET entre 0s anos de 1985 e 1994,
Sdo citados desde ingestdo oral até aplicacdes topicas e contaminacGes acidentais das

mucosas dos olhos. De todas, somente 44 ocorréncias resultaram em internacdes e destas,
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cinco resultaram em reacdes ditas graves, associadas a inalagdo e ao contato com as mucosas
dos olhos, néo tendo sido relatados, nos acidentes, as concentragdes envolvidas. Muitos casos
de toxicidade por repelentes envolvem ingestdo oral por criancas, sendo que dos casos graves
relatados, nenhum resultou em morte por envenenamento (VELTRI et al, 1994; GOODYER
& BEHRENS, 1998).

Estudos relacionados a farmacocinética do DEET com voluntéarios foram realizados
por Selim e colaboradores, utilizando marcadores radioativos em preparagdes de uso topico,
com bases préprias para absor¢do sistémica. Foi observado que somente 8% da quantidade
aplicada foi absorvida e que tanto o DEET quanto os seu metabolitos foram totalmente
eliminados num prazo maximo de 4 horas (SELIM et al, 1995).

De todos os grupos estruturais estudados, certos diois e as N,N-dialquilamidas, em
especial as dietilamidas, revelaram ter melhor atividade repelente. Trés dietilamidas foram
extensivamente estudadas para uso nas Forgcas Armadas americanas, propil-N,N-
dietilssuccinamato, o-cloro-N,N-dietilbenzamida e o-etoxi-N,N-dietilbenzamida. Em estudo
realizado por McCabe, foram preparadas vérias dietilamidas a partir de &cidos aromaticos,
quando se verificou que as amidas de anéis aromaticos substituidos demonstravam melhor

efeito repelente (McCABE, 1953).

2.4.2 Mecanismo de acdo dos repelentes e a relacdo estrutura x atividade

O mecanismo de acdo repelente tanto das substancias quimicas naturais e sintéticas
ainda ndo estd bem esclarecido, mas sabe-se que a repeléncia esta associada ao
comportamento dos artropodes. Algumas substancias sdo inibidoras da aproximacdo como
alguns o6leos essenciais e 0 DEET. J& outras substancias sdo fagorrepelentes como, por

exemplo, as lactonas sesquiterpénicas e diterpenos.
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Os repelentes agem por evaporacdo em pequenas quantidades, criando um
microambiente na area de aplicacdo e impedindo a aproximacao dos insetos hemat6fagos que,
sdo atraidos pelo calor da pele e por substancias exaladas pelo tecido cutaneo.

Os insetos produzem feromonios, que sdo substancias de baixo peso ou substancias
volateis, que quando liberadas por um organismo induzem uma ou mais reacdes especificas
em um outro organismo da mesma espécie. Feromdnios podem ser sintetizados pelo
organismo emissor ou obtidos da comida ou de outras fontes do meio ambiente. Os
feroménios séo capazes de influenciar o comportamento intra-espécies dos artropodes, sendo
responsaveis por algumas a¢es como agregacao, dispersdo, atracdo do sexo oposto, reacoes
de alarme e orientacéo.

As antenas dos mosquitos sdo providas de receptores capazes de discriminar o tipo de
feromonio e de estimular o sistema nervoso central. Algumas terminacGes nervosa das antenas
de insetos hematéfagos devem ser proprias para identificar o calor de animais de sangue
quente e os produtos por eles exalados através da pele como o suor, o acido lactico e o CO;,
(SONENSHINE, 1985; RIDGWAY, 1990).

As formulagbGes comerciais géis, cremes, solucdes alcodlicas e outras, podem variar
em sua concentracdo de DEET de 10 até 50 % e o tempo de cobertura dessas preparacdes
pode variar em torno de uma até oito horas. Ocorrem situacdes em que se faz necesséaria uma
protecdo mais duradoura, quando as condi¢cdes ambientais facilitam a degradacéo ou a retirada
da substancia do local de aplicagé&o.

Algumas formulagbes empregando microencapsulamento dos repelentes para
prolongar o tempo de protecdo foram propostas na literatura (GUPTA & RUTLEDGE, 1991;

DOMB et al, 1995).
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2.4.3 Os métodos de anélise do DEET

Varios métodos analiticos tém sido propostos para a identificacdo e quantificacdo do
DEET e seus metabdlitos (m-toluamida e acido m-toluico) em estudos de metabolismo e
eliminacdo apds a aplicacdo tépica (SMALWOOD, DE BOR & LOWRY, 1992; EL-DIN &
ABERIRJIU, 1992; SCHOENIG, 1996). Recentemente, Abu-Qare e colaboradores (2001)
desenvolveram um método para estudar as interacGes farmacocinéticas do DEET associado ao
inseticida permetrina no qual foram utilizadas extracbes em fase solida acoplada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa (ABU-QARE & ABOU-
DONIA, 2001).

As Farmacopéias estrangeiras utilizam para a identificacdo e quantificacdo, métodos
por espectroscopia no infravermelho (USP XXVII) e Titulometria (BP 1993).

Segundo Markovic e colaboradores (2001), as técnicas de CLAE e de cromatografia
gasosa (CG) apresentaram menos interferentes durante as andlises (MARKOVIC, 1999).
Abu-Qare & Abou-Doniae, analisaram os metabdlicos do DEET na urina e no plasma por
CLAE, empregando o cromatdgrafo Waters modelo 510 com detetor de diodo UV/VIS. Nos
seus trabalhos utilizaram coluna Sep Pack® Cys 3,9x150 mm:; fase mével: 4gua (ajustando-se
ao pH 3,5 com acido acético 1 N): acetonitrila em condicdes gradiente. O sistema detetor

utilizado foi UV no Améx. de 210 nm (ABU-QARE & ABOU-DONIA, 2001).

2.5  Os lipossomas
Os lipossomas sdo vesiculas, nas quais o veiculo aquoso é totalmente cercado pela
membrana composta de moléculas lipidicas. As vesiculas sdo formadas quando esses lipidios

séo dispersos em meio aquoso.
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Bangham e colaboradores (1965), foram os primeiros a descrever o comportamento de
fosfolipidios quando colocados solugdes aquosas formando lipossomas a partir da agregacédo
espontanea das moléculas (BARGHAM et al,1965).

Os lipossomas passaram a serem reconhecidos como transportadores de compostos
biologicamente ativos e farmacos, inclusive tendo a capacidade de potencializar e/ou
modificar a atividade dos compostos com os quais eles estdo associados. Este efeito é
dependente da composi¢do quimica e da estrutura fosfolipidica.

Estas vesiculas artificiais sdo desenvolvidas para distribuir substancias ativas em
locais especificos e nos Gltimos anos passaram a assumir um papel importante nas areas da
dermatologia e da cosmetologia (SUZUKI & SAKON, 1990).

As moléculas de fosfolipidios assumem um arranjo de bicamadas que quando estdo na
temperatura de transicdo liiquido-cristalino-gel, espontaneamente formam vesiculas
aprisionando uma quantidade de agua na parte interna oca. Dependendo da temperatura e do
fosfolipidio usado, as bicamadas assumem ora um estado gel, em que as cadeias de
hidrocarbonetos da molécula ficam em posicdo bem orientadas, ora um estado liquido
cristalino, em que as cadeias se posicionam de forma desorientada (FIGURA 4) (SILVIUS,

1982; TALSMA et al, 1992).

AT s, TTOTT
s

Liquido-cristalino

FIGURA 4 - Esquema representando o modelo da orientacdo das moléculas de fosfolipidios
dependente da Temperatura de transigdo de fase gel -liquido cristalino

A forma e o tamanho dos lipossomas depende do método de preparacdo, da

composicdo em lipidios, da forca ibnica do meio e do pH. As vesiculas podem encapsular
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drogas hidrossoltveis nos espacos aquosos e as drogas lipossoluveis na parede da membrana
(ANSEL, ALLEN & POPOVICH, 1999).

Inicialmente, os lipossomas tiveram um grande interesse como carreadores de
principios ativos para administracdo intravenosa, com o objetivo de localizar o farmaco no
sitio de acdo especifico. Entretanto, a meia-vida dessas substancias foi encurtada devido aos
mecanismos de defesa do sistema mononuclear fagocitario retirando rapidamente da
circulacdo os lipossomas.

Hoje em dia, ndo foi abandonada a idéia de localizar o farmaco em sitios especificos,
por via injetdvel, mas outras formas de aplicacdo tiveram um maior interesse como no
tratamento de células tumorais, imunoterapia e lipossomas para uso tépico (SCHMID &
KORTING, 1996).

No ano de 1982, Mezei e Gulakharam publicaram os resultados de suas pesquisas com
animais referentes as alteracGes farmacocinéticas da triancinolona encapsulada em lipossomas
comparando com preparacfes de uso topico convencionais (MEZEI & GULASEKHARAM,
1982)

Outros estudos foram conduzidos com a aplicacdo de retindides, para tratamento de
acne em voluntérios veiculados em formulagdes convencionais e em preparacdes lipossomais
(SCHAFER-KORTING et al, 1994). Estudos clinicos demonstram a eficacia aumentada de
farmacos incorporados aos lipossomas quando comparado a formulagdes convencionais.
(SCHIMID & KORTING, 1996)

Puglia e colaboradores (2004) realizaram testes de estimulo a agdo eritematosa por
radiacdes UV com voluntarios aplicando um gel para uso tépico, do antinflamatorio
indometacina incorporado ao lipossoma e 0 mesmo gel sem lipossoma. Com os resultados,

concluiram que o gel com lipossomas atribuiu um efeito de acdo prolongada, e que esta acdo
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estaria relacionada as interacOes das vesiculas com os lipidios do estrato corneo (PUGLIA et
al, 2004).

Um estudo de permeacdo em célula de difusdo de Franz utilizando mucosa vaginal de
coelhas mostrou que ha um aumento da concentracdo do antifngico veiculado em lipossomas
no local de aplicacdo (NING et al, 2005).

Estes estudos vieram ratificar os resultados observados com respeito a diminuicéo de
efeitos adversos, bem como reducdo das concentracbes dos ativos nas formulagoes
lipossomais para a obtengdo do mesmo efeito (SCHAFER-KORTING et al, 1994).

Este sistema e outros sistemas carreadores de farmacos séo extensivamente descritos
na literatura (MULLER et al, 2004), porém os lipossomas si0 os mais estudados devido as
propriedades de biodegradabilidade e atoxicidade conferida pelos fosfolipidios que os
constituem (WEINER MARTIN & RIAZ, 1989). Temos como principais vantagens para a
utilizacéo de lipossomas como carreadores de farmacos, a sua reduzida toxicidade e a eficacia
terapéutica apresentada e a sua biodegradabilidade.

Dentre os diferentes lipidios que podem tomar parte na formacao das bicamadas das
vesiculas lipossomais podemos citar: fosfatidilcolina (de ovo ou de soja), fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina hidrogenada, 1,2 dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), colesterol, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(DOPE), diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) (MELO et al, 2003). Os lipossomas sao
acrescentados de colesterol e eventualmente de agentes indutores de carga com o objetivo de
facilitar a interacdo com as bicamadas na formacdo das vesiculas e/ou estabilizar os
lipossomas evitando o processo de fusdo/agregacdo das vesiculas e o esvaziamento do
material incorporado. O uso de colesterol na formulacdo tem por objetivo aumentar a

estabilidade bem como se aproximar da composicdo das membranas bioldgicas, contribuindo
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também para aumentar a resisténcia pela dimuinuicdo da fluidez da membrana lipossomal
(TALSMA et al, 1992a).

Embora o colesterol ndo seja essencial para a formacao dos lipossomas, ele traz outros
beneficios ndo citados, como o aumento da retencdo de substdncias hidrossollveis e
resisténcia a biodegradacédo “in vivo” (KIRBY, CLARKE & GREGORIADIS, 1980).

Os lipossomas séo divididos em trés classes: (LASIC, 1988)

e Vesiculas multilamelares:

Tamanho: de 400 a 3500 nm de diametro.

Vantagens: facil preparacdo com um minimo de equipamentos

Principal desvantagem: baixa capacidade de encapsulamento

e Vesiculas unilamelares pequenas:

Tamanho: 25-50 nm de didmetro.

Principal vantagem: populacéo relativamente homogénea.

Desvantagens: baixa eficiéncia no encapsulamento, distribuicdo assimétrica dos
lipidios entre as monocamadas interna e externa.

e Vesiculas unilamelares grandes:

Tamanho: 200-1000 nm de diametro.

Vantagens: alta capacidade de encapsulamento de ativos hidrossoluveis, minimo de
fosfolipidios.

Desvantagem: heterogeneidade.

A incluséo de substancias ativas nos lipossomas tem por objetivo melhorar os efeitos
farmacocinéticos buscando dessa forma uma melhor eficacia e redugéo da toxicidade da droga
que esta sendo administrada. Dentre as varias propriedades das preparacdes de lipossomas
busca-se, ainda:

e Liberar o ativo no sitio de acdo na forma desejada
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e Alteracdo na absorcdo e biodisponibilidade

e Potencializar a resisténcia a metabolizacdo

e Alterar o tempo de liberacdo da droga no sitio ativo
e Prolongar a acdo e dimiuir o tempo de administracao

Para tanto ira depender da droga e das propriedades do lipossoma.

O estrato cérneo tem a propriedade de reter na sua estrutura substancias ativas
exercendo um “efeito reservatorio” e a liberacdo progressiva desta reserva conduz a efeitos
prolongados, o que é favoravel as aces locais. Numerosas substancias podem assim se
acumular na pele em diferentes niveis (RIVIERE, 1993).

Os lipossomas atrairam a atencdo dos pesquisadores como uma nova estratégia para
liberacdo de farmacos, de uso interno e de uso topico, em sitios de acdo especificos ou de
liberacdo controlada. Eles tém sido empregados tanto para substancias de alto peso molecular
como substancias de baixo peso molecular (SCHIMID & KORTING, 1996).

2.5.1 Preparacao dos lipossomas

A técnica inicialmente descrita para a formacdo de lipossomas foi o método de
hidratacdo do filme de lipidios (BANGHAM et al, 1965). A partir desta foram feitas varias
modificacbes com o0 objetivo de aumentar a capacidade de encapsulamento. Foram
desenvolvidas técnicas como a ultracentrifugacdo dos fosfolipidios dissolvidos em solvente
organico com posterior liofilizacdo e suspensdo da mistura liofilizada em tampédo
(BARENHOLZ et al, 1977), injecdo dos fosfolipidios dissolvidos em solvente organico na
solucédo tampédo com a temperatura suficiente para evaporar o solvente organico (SCHIEREN
et al, 1978) técnicas de sonicacdo, remocdo de detergentes, homogeneizacdo em agitacdo de
alta velocidade, técnica de injecdo de uma fase lipossoltvel em uma fase aquosa em constante

agitacdo com borbulhamento de um gas inerte e extruséo (SZOKA &
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PAPAHADJOPOULOQS, 1980 ; LICHTENBERG & BARENHOLZ 1988 ; TALSMA et al,
1992a ; WAGNER, VORAUER-UHL & KATINGER, 2000).

Os seguintes parametros devem ser levados em consideragdo quando se formula uma
aplicacdo topica com lipossomas: composicdo quimica, propriedades fisicas, estabilidade
quimica e fisica, local de aprisionamento da substancia ativa, capacidade de armazenamento,
homogeneidade, compatibilidade com outros excipientes, efeito cosmético, tolerancia,
comparacao com formulagdes classicas e demonstracdo da eficacia (GARCIA, 1998).

Todos os métodos de preparacdo de lipossomas envolvem uma etapa de hidratacdo da
mistura lipidica. A presenca de agentes indutores de carga, bem como a geometria estrutural
dos fosfolipidios exerce uma forte influéncia na morfologia das estruturas que serdo formadas.
(ISRAELACHVILI MARCELJA & HORN, 1980). Em trabalho realizado por Zhang e
colaboradores (2004), as vesiculas unilamelares foram produzidas partindo-se de dispersao
lipossomal multilamelar através de sucessivas filtragdes em membrana de policarbonato de
celulose com poros de calibres desejados (HOPE et al, 1985; MAYER et al, 1985; CASTILE
& TAYLOR, 1999; ZHANG et al, 2004).

Rieger (1981) empregou técnica semelhante para produzir vesiculas multilamelares na
qual utilizou a temperatura de evaporagdo do solvente acima da temperatura de transicdo de
fase do componente de ponto de fusdo mais alto presente na mistura de lipidios (RIEGER,
1981).

Outro método utiliza um prélipossoma, que € uma mistura trifasica de
lipidio:etanol:4gua, é citado como a melhor técnica para aumentar-se a capacidade de
encapsulamento de farmacos hidrossoltveis (PERRET, GOLDING & WILLIAMS, 1991).

Com o objetivo de se obter vesiculas uniformes procede-se a um processo de filtracdo

em membrana de carbonato de celulose, porém tem o inconveniente de ocorrer perda do
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material encapsulado devido ao entupimento dos poros da membrana. Ja& 0 método que
emprega microfluidizacdo reduz a perda do material aprisionado (MAYHEN et al, 1984).

A facilidade de uma substancia interagir hidrofobicamente com os lipidios ou
eletrostaticamente com as porg¢des polares do lipossoma é que ira determinar os varios tipos
de interagOes existentes entre o lipossoma e o material a incorporar. Com relacdo a estas
interagdes podemos classificar 4 tipos de farmacos:

e Farmacos que ndo interagem com as bicamadas, sdo as substancias
hidrossoluveis.

e Farmacos que interagem com a regido hidrofobica da bicamada, sdo as
substancias lipossoluveis.

e Farmacos que estdo associados as bicamadas por interacdo eletrostatica com a
porcao polar (cabeca do fosfolipidio, por exemplo).

e Farmacos que ndo sdo hidrossollveis e ndo estdo associados as bicamadas.

2.5.2 Caracterizacgao dos lipossomas

Alguns parametros devem estar bem definidos quando se utiliza lipossomas como
carreadores de principios ativos, tais como: tamanho da particula lipossomal, mecanismos que
déem boa estabilidade a vesicula lipossomal (temperatura, viscosidade e pH), relacdo bem
estabelecida entre a quantidade de principio ativo e a quantidade de fosfolipidios na vesicula
formada (capacidade de encapsulamento) e o estudo da liberacao do principio ativo no sitio de
acao.

A andlise das matérias-primas (fosfolipidio e colesterol) que irdo compor o0s
lipossomas € de fundamental importancia para a formacgéo das vesiculas e incorporacdo das
substancias

Existem varios métodos citados na literatura para a separacdo e a quantificacdo de

fosfolipidios em preparacdes lipossomais, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
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com as mais variadas composic¢des de fase movel, modo de fluxo (isocratico ou gradiente) e
tipos de detectores (HOX et al, 1977 ; SINGH et al, 2005). A quantificacdo dos fosfolipidios
pode ser feita, também, por cromatografia de camada delgada, dosando-se o fosfolipidio por
um método enzimatico-colorimétrico ou por método colorimétrico indireto, através da
dosagem de fosforo inorganico (BARTLETT, 1959; STEWART, 1980).

A cromatografia de camada delgada seguida pela anélise do teor de fésforo inorgéanico
ap6s mineralizacdo tem sido uma das mais precisas técnicas para a quantificacdo de
fosfolipidios. Entretanto é um procedimento que demanda tempo e que esta na razdo direta de
uma aplicacdo precisa do analito e tem um inconveniente de ser de dificil automatizacéo
quando da necessidade de se quantificar varias amostras (CHRISTIE, 1982).

Grit e colaboradores (1991) desenvolveram um método de analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia utilizando coluna de fase reversa e como eluente uma mistura de
acetonitrila: metanol e tampdo fosfato de amonio 10 mM (pH=4,8) nas proporgdes 64:28:8
(v/viv) com fluxo isocratico. No método empregou detector de UV em 206 nm e detector de
indice de refragio, comparando os dois tipos de detetores, concluindo ser uma técnica de alta
sensibilidade, preciso, de boa resolucdo (GRIT et al, 1991).

Para a determinacédo da quantidade de colesterol em preparacGes lipossomais, variadas
técnicas foram desenvolvidas utilizando desde a cromatografia de camada delgada, reacdes
colorimétricas, cromatografia gasosa ap0s derivatizagdo e mais recentemente a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Esta Gltima é a que mais se adequou as formulacBGes por ser
apropriado para matrizes liquidas, ndo requerer o processo de derivatizacdo e por ser um
método rapido e seletivo (LANG, 1990).

2.5.3 A estabilidade dos lipossomas
O tempo de prateleira determina a estabilidade quimica e fisica. Em relacdo aos

lipossomas a estabilidade quimica pode ser avaliada pela formacéo da lisofosfatidilcolina e do
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acido fosfatidico ou pela oxidacdo dos acidos graxos insaturados que estdo presentes nos
fosfolipidios.

J& a estabilidade fisica pode estar relacionada ao rompimento das vesiculas com o
concomitante extravasamento do material encapsulado ou a agregacdo das particulas menores

formando vesiculas multilamelares grandes (TALSMA et al, 1993b).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Propor uma formulagéo de lipossoma com repelente de forma a prolongar o seu tempo

de acdo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Testar qual a melhor metodologia de preparacdo de lipossoma incorporando a

substancia repelente.

o Propor uma metodologia de analise da substancia repelente no lipossoma e na
preparacao.
o Avaliar a formulacdo desenvolvida contendo a substancia repelente, com a finalidade

de contribuir para a oferta de um produto que tenha o seu tempo de agdo prolongado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instituicbes envolvidas

Trata-se de uma dissertagdo com carater multidisciplinar, portanto, os experimentos

foram realizados em varios laboratorios de diferentes instituigoes.

4.1.1

4.1.2

4.13

4.14

4.1.5

Faculdade de Farmacia da UFRIJ/Laboratorio de Controle de Qualidade de
Medicamentos (LabCQ) - pesquisa bibliografica sobre os assuntos abordados na
dissertacdo e as preparagdes ¢ as analises das matérias-primas e das preparacdes
lipossomais.

Faculdade de Farmacia/ Laboratdrio de desenvolvimento Galénico - manipulacdo em
escala piloto de um dos métodos de preparagdo do lipossoma e preparagao do gel de
Natrosol®.

Instituto de Macromoléculas e coldides/ UFRJ - experimentos para a determinagao do
tamanho das vesiculas lipossomais.

Laboratério de Microscopia Eletronica, PEMN, COPPE/UFRJ - comprovagdo visual
das vesiculas e determinagdo de tamanho por microscopia eletronica.

Laboratério Quimico Farmacéutico do Exército - manipulagdo em escala piloto do gel
de Carbopol® com DEET usado nos testes comparativos de eficacia das formulagdes
estudadas.

Laboratério de Entomologia do Instituto de Biologia do Exército convénio com o
Instituto Osvaldo Cruz - testes de eficacia do produto, projeto aprovado no Comité de
Etica e Pesquisa do Instituto de biologia do Exército e enviado para o Conselho

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
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4.2  Materiais

4.2.1 Equipamentos.

> Cromatografo liquido de Alta eficiéncia — SHIMADZU composto por mddulo de
mistura e dispensacdo de fase moével multicanal — LC-10 A D vp, degaseificador on-line
DGU-12A, Auto injetor — SIL-10 A D vp, sistema controlador SCL-10 A vp, compartimento
de aclimatacdo da coluna — CTO-10 Avp, detetor de fotodiodos UV/VIS — SPD-M10 Avp e
programa computacional CLASS-VP™ VERSAO 6.1.

> Sistema de filtragdo MILLIPORE mod 142 WW

> Espectrofotometro UV-VIS SHIMADZU CORPORATION mod UV-2401 PC com
Software UV PC

> Espectrometro de Infravervelho FTIR — 8300 Perkin Elmer com programa
computacional Hyper - IR

Agitador de tubos — Phoenix — AP56

Evaporador rotatorio R - 114 Buchi®

Balanga analitica — AB 204 — Metler Toledo

Filtro 142 WW MILLIPORE CORPORATION

Destilador Quimis

Placa aquecedora com agitagdo CORNING

Ultra-som THORNTRON-14

Potenciometro Mettler Toledo MPC 227

YV Vv YV Vv VY ¥V V VY V¥V

Coluna D-10 com Sephadex G-25 M — Pharmacia Biotech

A\

Membrana de policarbonato a 0,4 ¢ 0,2 p m (Nuclepore®)
> Caixas de acrilico teladas, construidas de acordo com o manual da ASTM E 951 — 94
(revalidado em 2000)

> Aparelho Malvern System ZETASIZER 3000HS
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>

Laboratério de Microscopia Eletronica, PEMN, COPPE/UFRJ.

422
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4.2.3
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Microscopio Eletronico de Transmissao JEOL-200 FX a 80 Kv. Utilizado no

Reagentes
Etanol P.A. (VETEC)
Metanol P.A. (VETEC)
Metanol para CLAE (TEDIA)
Acido sulfarico P.A.(VETEC)
Molibdato de aménio ( Merck)
Acido ascorbico (Roche)
Peroxido de hidrogénio (VETEC)
Solugao padrao de Foésforo a 20 pg / mL (SIGMA)
Cloroformio P.A. (VETEC)
Acetonitrila para CLAE (TEDIA)
Acetato de amonio (VETEC)
Acido cloridrico (VETEC)
Bacitracina padrao (USP-PHARMACOPEA)
Acido fosfotiingstico (SIGMA)
Acido acético glacial (VETEC)
Matérias-primas
Hidroximetil celulose Natrosol ®
Colesterol (SIGMA)
Phospholipon® 90NG (GmbH)
Phosal® 75 SA (GmbH)
TRIS — Tris[hidroximetilJaminometano (SIGMA)

Metilparabeno (RJR Roche)
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4.3  Preparacao das solugdes de uso
4.3.1 Preparacao da solucdo de tampédo TRIS pH 6-8.

Foram pesados 2,42 g de Tris[hidroximetil] aminometano grau analitico, transferidos
para baldo volumétrico de 100 ml, acrescentado agua recentemente destilada completando o
volume. Ajustado o pH para 6,8 com HCI P.A. A solucdo foi guardada em frasco de vidro de
cor ambar, sob refrigeracdo. A solugdo tem um prazo de validade de quatro semanas.

4.3.2 Preparacao da solucdo de tampéao Acetato de aménio (0,03M) pH =4,5.

Foram pesados 2,30 g de Acetato de amodnio. Transferidos para baldo volumétrico de
1.000 mL. Completado o volume com agua recentemente destilada e ajustado o pH para 4,5
com acido acético glacial. A solugdo obtida foi filtrada em membrana de 0,45 pm e
armazenada em frasco de vidro de cor ambar, sob refrigeracdo. A solugdo tem um prazo de
quatro semanas.

4.3.3 Preparacao do reagente Molibdato de aménio.

Foram pesados 2,2 g de Molibdato de amdnio grau analitico, transferidos para baldo
volumétrico de 1.000,0 mL com 4gua recentemente destilada. Em um becher foram
acrescentados 400,0 mL de 4gua recentemente destilada. O becher foi colocado em banho de
gelo e foram adicionados, lentamente, 7 mL de solu¢do de H>SO4 36 N. O baldo com
Molibdato de amdnio foi colocado em banho de gelo e adicionou-se, lentamente, a solugdo de
H,SO,4 preparada. Completou-se o volume do baldo volumétrico com agua recentemente
destilada. A solu¢do foi guardada em frasco de polietileno sob refrigeracdo. A solugdo tem um
prazo de quatro semanas.

4.3.4 Preparacdo da Solucédo de H,SO4 10 N
Foram adicionados cerca de 50 mL de agua recentemente destilada em um baldo

volumétrico de 100,0 mL. Este baldo foi colocado em um banho de gelo e adicionou-se,
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lentamente, 30 mL de H,SO4 concentrado, com o auxilio de uma proveta. O volume foi

completado com agua recentemente destilada.

4.3.5 Preparacdo da Solucédo de H,0, 10% (v/v)

Foram medidos com pipeta automatica 3,4 mL de Perdxido de hidrogénio.e
transferidos para baldo volumétrico de 10,0 mL, completando-se o volume com &gua
recentemente destilada. A solug¢do deve ser preparada na hora do uso.

4.3.6 Preparacdo da Solucéo de acido ascorbico 10% (p/v)

Foram pesados 1 g de Acido ascorbico e transferidos para baldo volumétrico de 10,0
mL, completando-se o volume com agua recentemente destilada. A solu¢do deve ser
preparada na hora do uso.

4.4  Analise das Matérias-primas
4.4.1 Analise do teor de fosfatidilcolina no Phosal® e Phospholipon®

Duas fontes de fosfatidilcolina de soja: Phospholipon® 90 NG e Phosal® 75 SA
foram utilizadas na preparagdo dos lipossomas. Foi realizada a determinacdo quantitativa
indireta da concentragdo de fosfolipidios, avaliando-se o conteudo de fosforo na amostra, pelo
Método de Bartlett (BARTLETT, 1959). Iniciamos com a constru¢do de uma curva padrao de
fosforo utilizando um método colorimétrico de dosagem em que se estabelece uma relagao
entre a quantidade de fosforo e a quantidade de fosfolipidio existente na matéria-prima. Neste
método, o fosfolipidio sofre primeiramente uma hidrdlise acida, transformando-o em fosfato
inorganico que ao reagir com molibdato de aménio forma o acido fosfo-molibdico. Este por
sua vez forma o complexo azul, utilizando o acido ascorbico como agente redutor. A
intensidade da cor azul desenvolvida é medida espectrofotometricamente.

Foram preparados 3 tubos para o branco, 3 tubos contendo as amostras (Phosal®,

Phospholipon®) e 4 tubos contendo padrdes em concentragdes 50, 100, 150 e 200 pL de uma
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solucdo de fosforo a 20 pg/mL. O mesmo procedimento foi usado para determinagdo do teor
de fosfatidilcolina nos lipossomas.

Esquema do procedimento técnico usado para a dosagem de foésforo das matérias-primas e
dos lipossomas formados.

BRANCO TESTE PADRAO
Etanol p.a.(B1, B2, B3) 1,0 mL - -
Amostras (A1, A2, A3) - 1,0 mL -
Padrao - - 50, 100, 150, 200 uL
H,SO, 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

Misturar e colocar em placa de aquecimento de tubos na temperatura entre 185 — 200°

C. Deixar sob digestao por 30 minutos. Resfriar os tubos de adicionar:

BRANCO TESTE PADRAO

H,0O, 10 % 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL

Misturar e colocar em placa de aquecimento entre 185 — 195 °C. Deixar por 30
minutos. Apos este tempo verificar se a solu¢do no fundo do tubo apresenta-se limpida e
incolor, caso contrario acrescentar 200 pL. de H,O, 10% e repetir o procedimento por mais 30

minutos. Resfriar os tubos e acrescentar na seqiiéncia:

BRANCO TESTE PADRAO
Molibdato de amonio 4,6 mL 4,6 mL 4,6 mL
Misturar e adicionar:

BRANCO TESTE PADRAO
Acido ascorbico 10 % 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

Misturar e colocar os tubos em placa de aquecimento na temperatura de 90 °C por 20
minutos. Determinar as absorbancias do branco, da amostra do teste e dos padrdes (4 pontos)
em 800 nm acertando o zero do espectrofotdmetro com agua destilada. Determinar as

concentragdes da amostra através da equagdo da reta construida.
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As amostras de Phosal® e Phospholipon® foram analisadas em triplicata para
determinagdo do teor de fosforo para ser utilizado nos calculos da quantidade de fosfoliidios

adicionados para formagao dos lipossomas (FIGURA 5).

100 mg de Phosal

Diluir em EtOH para baldao 100 mL

Aliquota de 1 ml

W

o

~
N 1) 0,4 mL H,SO4 10 N
2) Aquecimento 180 °C/30 min

O+
O«

X
~ 1) 0,1 mL H,0, 10%
2) - Aquecimento 180 °C/30 min
T 1
M) M) 1) 4,6 mL Molibdato de amodnio
N N 2) 0,5 mL Acido ascérbico 10%
3) Aquecimento 90 °C/20 min
4) Leitura em espectrofotometro, plotar
\_/ \_/ as absorbacias na curva padrao

,

Teor de Fosforo

FIGURA 5 - Representa¢do esquematica da Metodologia de andlise das matérias-primas
Phosal® e Phospholipon® pelo método de Bartlett.
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4.4.2 Andlise do teor de DEET

Foram feitas as analises das trés amostras do DEET (DEET padrao USP, DEET
sintetizado no Lasape ¢ DEET comercial). Foi utilizado o padrao primario USP com teor
declarado de 98,1% e padrao secundario DEET sintetizado no Lasape (NERY et al, 2003).

O DEET usado como padrao secundario foi testado através da comparacao do espectro
de infravermelho (IV). Foram feitos os espectros de infravermelho em pastilha de KBr e em
filme liquido para o DEET sintetizado pelo Lasape, bem como para o DEET comercial que
foi utilizado para produzir os lipossomas.

Todas as amostras do DEET foram analisadas quantitativamente pela monografia da
farmacopéia americana (USP 2000).

Foram pesados cerca de 200 mg de DEET em baldes de 10,0 mL e diluidas com
dissulfeto de carbono P.A. Os baldes foram colocados no ultra-som por 15 minutos, obtendo
as solugdes para as analises. Foram feitos os espectros de Infravermelho em células de 1 mm
nos comprimentos de onda compreendidos entre 14,0 e 14,4 um, usando dissulfeto de carbono
como branco.

Os espectros de varredura no UV/VIS das amostras DEET sintetizado no Lasape e

DEET comercial, foram realizados no espectrofotometro Shimadzu modelo UV-2401, na

regido compreendida entre 300 e 200 nm com o objetivo de determinarmos o A maximo a ser

utilizado no momento de monitorar a porcentagem de ativo encapsulada.
Foram feitos espectros de varredura das solucdes acida e bésica para se verificar se

havia alguma modificacdo nos espectros que contribuissem com as analises por UV.

4.4.3 Analise do DEET nas preparacoes.
Com a finalidade de determinar o teor de DEET nos lipossomas formados e nas

diversas etapas de seu preparo, foi construida uma Curva de Ringbom para a amostra do
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DEET (Lasape) para definir as concentracdes onde poderia ser tragada a curva de calibragao,
utilizando o comprimento de onda onde a Lei de Beer fosse seguida.

Foi construida uma curva de calibragdo de 5 pontos e determinada a equagdo da reta
que sera utilizada para o calculo das quantidades incorporadas.

45  Preparacao dos lipossomas.

Os métodos de hidratagdo do filme lipidico e agitacdo mecanica de um pré-lipossoma
foram usados para a preparagdo dos lipossomas contendo DEET.

Buscou-se associar o DEET de carater lipofilico ao lipossoma aproveitando as
caracteristicas da vesicula lipossomal, que possui na sua membrana uma parte lipidica
(fosfatidilcolina e colesterol).

4.5.1 Método de hidratacéo do filme lipidico.

Os lipossomas 42 mM de PC e 8,4 mM de DEET foram preparados pelo método de
hidratagdo do filme lipidico (Bargham et al 1974). Foram pesados 1,266 g de Phospholipon®
90 NG, 0,243 g de colesterol e 0,070 g de DEET em um baldo de fundo redondo com
capacidade para 500 mL. Foram adicionados aproximadamente 10 mL de cloroféormio para
solubilizacdo das substancias. O baldo foi levado ao evaporador rotatdrio a 90 rpm, sob vacuo,
por duas horas, em banho-maria a 60° C. Apds este tempo o baldo foi deixado em refrigerador
por 24 horas, sendo colocado no evaporador rotatério por mais 15 minutos para retirar
qualquer vestigio do solvente utilizado.

Adicionou-se ao baldo 50 mL de tampao TRIS (pH = 6,8) e levou-se a agitagdo em
agitador de tubos. Apos agitacdo, deixou-se por mais 24 horas no refrigerador para que o
filme lipidico formado ficasse totalmente hidratado. O baldo foi agitado com perolas de vidro
por mais 15 minutos com auxilio de um agitador de tubos.

A suspensdo lipossomal obtida foi submetida a normalizacdo das vesiculas formadas

em membranas de policarbonato (0,4um e 0,2um ) e determinacdo do pH (FIGURA 6).
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Para o preparo dos lipossomas usados como branco nas dosagens de DEET e testes de
eficacia foi seguido o mesmo procedimento, porém sem a adi¢do do DEET. Os lipossomas
assim preparados foram mantidos sob refrigeracao a 4° C até os ensaios de caracterizagao.

1

1- Adicao das matérias primas (fosfatidilcolina, colesterol e DEET) solubilizar em CHCl;.
2- Evaporacao em do solvente em evaporador rotatorio (2 horas) — formagdo do filme
lipidico.

3 - Hidratagdo do filme lipidico com tampao TRIS (pH= 6,8).

4 — Agitagao com pérolas de vidro em agitador de tubos.

5 — Normalizagdo em membranas de policarbonato.

FIGURA 6 — Representagao esquematica da formagdo de lipossomas pelo método de
hidrata¢do do filme lipidico.

4.5.2 Meétodo do pré-lipossoma.

Preparou-se o liposoma a partir de uma mistura pronta de fosfolipidios com outros
adjuvantes (Phosal®) na concentragdao de 42 mM, que ja havia sido deterninada com a melhor
proporcao para a obtencdo de vesiculas uniformes e determinacdo da taxa de incorporacao
(GARCIA, 1998). Foram pesados 1,030 g de Phosal® e a essa mistura foi adicionado DEET
nas propor¢des de 2,1 mM até 14,7 mM, que correspondem a 5% e 35% de DEET em relagdo
ao total de fosfolipidios da preparag@o. O material de hidratagdo utilizado foi o tampao TRIS

pH = 6,8.
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Pesou-se a quantidade de PHOSAL ® em um becher, a este foi acercesntado a
quantidade de DEET de acordo com a propor¢do estabelecida PC:DEET e misturou-se com
um bastao de vidro por 15 minutos, foi adicionado tampao TRIS (pH = 6,8) até completar 25
mL e o becher foi deixado sob agitacdo mecanica por 2 horas (FIGURA 7).

Para o preparo dos lipossomas usados como branco, seguiu-se 0 mesmo procedimento,
porém sem a adicdo de DEET. Os lipossomas assim preparados foram mantidos sob

refrigeracdo a 4° C até os ensaios de caracterizacao.

1 — Adi¢ao da matéria prima (pré-lipossoma), DEET e tampao TRIS (pH = 6,8).
2 - Agitacdo em agitador magnético (2 horas).
3 - Normalizagdo em membrana de policarbonato de 0,4 um e 0,2 um.

FIGURA 7 — Representagdo esquematica da formagao de lipossomas pelo método
do pré-lipossoma.

4.5.3 Separacdo das fracdes de ambos os métodos para anélise
A suspensdo lipossomal formada foi separada (FIGURA 8):
1? fragdo — solugdo original.
2% fragdo — filtrada por membrana de policarbonato com poro de 0,4 um.
3® fragdo — filtrada por membrana de 0,2 um.
4* fracdo — 2,5 ml do material da terceira fragdo foram normalizados em coluna PD-10
contendo Sephadex® G-25 ou G-50, dependendo da concentracdo do fosfolipidio

usado.
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As Colunas PD-10 pré-compactadas com Sephadex® foram tratadas previamente com
25,0 mL do tampao TRIS, depois foram adicionados 2,5 mL da amostra da terceira fragdo e
eluidos com 3,5 mL do tampao TRIS. Foram recolhidos 2,5 mL da suspensao eluida para
analise dos teores de fosforo e DEET.

As quatro fragdes foram analisadas quanto ao teor de fosforo, pelo método de Bartlett;
teor de DEET por espectrofotometria no U.V. no comprimento de onda de 270 nm;
determinado o tamanho das particulas por espalhamento da luz laser ¢ somente para a quarta

fragdo foi realizada a microscopia eletronica por coloragdo negativa.

1030gPHOSAL & | (D
>

40,16 mg DEET A R A
25 mL tampdo TRIS +
+ AN AN
+

1) AGITACAO 120 min, separa-se uma aliquota
2) Membrana 0,4.LM separa-se uma aliquota

3) Membrana 0,2, LI separa-se uma aliquota

<4
l Sephadex G 25 ou G 50, separa-se uma aliquota
<4

Determinagao do teor de FOSFATIDILCOLINA
Determinagio do teor de DEET

FIGURA 8§ — Representagdo esquematica dos processos de manipulagdo e andlise do
fosfolipidio e DEET nos lipossomas (42mM PC; 8,4 mM DEET) produzidos.
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4.5.4 Formulas testadas para verificacdo da % de incorporacdo do DEET.

FORMULA A

PRhoSAl 75 S A oo 42,00 mM
DEET ... ettt ettt et ettt e 2,10 mM
Tampao TRIS .quS.Pueeeuiieiieiiiee e 25,00 mL
FORMULA B

PRhoSAL 75 S A oottt a e e 42,00 mM
DEET ... ettt ettt et sttt ettt e e ens 4,20 mM
TamPAO TRIS (8P eereeeriieeeiie ettt e e e 25,00 mL
FORMULA C

PRhoSAl 75 S A oo 42,00 mM
DEET ... ettt ettt 6,30 mM
Tampao TRIS .quS.Pue ettt 25,00 mL
FORMULA D

PRhoSAL 75 S A oo ettt a e 42,00 mM
DEET ettt et ettt st ettt e aeeens 8,40 mM
TamPAO TRIS 18P eeeeeieeiiieeeiie ettt aee s e e 25,00 mL
FORMULA E

PRhoSAl 75 S A oo e 42,00 mM
DEET ... ettt ettt ettt st 10,50 mM
TampPaA0 TRIS (8P eeeueieeiieeite et 25,00 mL
FORMULA F

PRhoSAl 75 S A oo ettt a e 42,00 mM
DEET ..ttt ettt ettt ettt aaeens 12,60 mM
TamPAO TRIS 18P eeeeeeeeeeiieeeiie ettt et e e 25,00 mL
FORMULA G

PRhoSAl 75 S A oo e 42,00 mM
DEET ... ettt sttt ettt 14,70 mM
TampPa0 TRIS uSuPeeeeiiiiiiiieiie et 25,00 mL

As formulas A, B, C, D, E, F, e G tiveram as concentracdes de fosfolipidios mantidas,
variou-se a concentracdo de DEET em 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30% ¢ 35% em relagao ao
conteudo de fosfatidilcolina, respectivamente. Assim foi possivel definir a melhor relagao

entre fosfolipidio: DEET (PC:DEET).
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O experimento teve continuidade aumentando-se a concentragdo de fosfolipidio e
aumentando a concentragdo de DEET, mantendo-se sempre a relagdo de 20% de DEET em
relacdo ao total de lipidios. O méaximo de concentragdo de fosfolipidios na formagdo das
vesiculas que se conseguiu atingir foi de 252 mM, nesta concentracdo s6 foi possivel passar
pela membrana de policarbonato utilizando-se um filtro sob pressdo do gés N,.

Foi manipulada uma preparagdo com as mesmas propor¢des de fosfatidilcolina, DEET
e tampao, utilizando a técnica de hidratagdo do filme lipidico empregando o Phospholipon®
que ¢ a fosfatidilcolina de soja pura.

Os dois lipossomas foram comparados quanto a melhor capacidade de incorporagao.

4.6  Preparacdo das formulagoes

4.6.1 Preparacao do gel de Carbopol®

A metodologia de analise do produto acabado e o teste de eficacia foram realizados

nas quatro formulagdes a seguir:

FORMULA 1

CarbOPOI® .....ceoiiiiiiii e 1,50 g
MELIPATADENO ..oevieiiiieiiieiiecie ettt ae e et aee e 0,20 g
Propilparabeno.........ccc.eeiiiiiiiii e 0,20 g
PropilenogliCol .......ccueiiiiiiiieiieiece et et en 10,00 g
ERANOL...cieieeee ettt ens 31,00 g
TTIEtANOIAMINA .....veeeiieiieiie ettt ettt et e e e beebeeesbeeaeesnsaens 0,07 g
STHCOME. .ttt ettt sttt 425¢
Agua destilada .S.P.veeeeieriieiiieiieeie e 100,00 mL

Colocar em contato, por 24 horas, o Carbopol, em agua contendo metilparabeno que
foi dissolvido 4 quente. Apos 24 horas, colocar a mistura sob agitagdo e acrescentar o etanol,
o propilparabeno, o propilenoglicol, o silicone e por ultimo a trietanolamina. O gel preparado

foi mantido sob refrigeracao a 4° C até a realizacdo dos testes de eficacia.
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4.6.2 Preparacédo do gel creme de Carbopol® contendo DEET

FORMULA 2

Fase A

CarbOPOI® ... 1,50 g
MELIPATADENO ..c.evieiiieiiieiiecie ettt ettt e eaeeaee e 0,20 g
ERANOL...c ettt s 31,00 g
TTIEtaNOIAMINA ......eeieiieiieiieeieecie ettt et ee s beebeeesbe e aeesesaens 0,07 g
STIICOME. ..ttt ettt sttt 425¢
Agua destilada Q.S.P.eveeciieriieiiieieeie e 70,00 mL

Colocar em contato, por 24 horas, o Carbopol, metilparabeno. Apds 24 horas, colocar

a mistura sob agitac¢do e acrescentar o etanol, o silicone e por ultimo a trietanolamina.

Fase B

Propilparabeno.........ccc.eeiiiiiiiii e 0,20 g
PropilenogliCol .......cc.eeiiiiiiiieiieieee ettt 10,00 g
L) 2 OSSR 20,00 g

Adicionar a fase B na fase A sob agitagdo leve, até completa homogeneizagdo. O gel

creme assim preparado foi mantido sob refrigeracdo a 4° C até os testes de eficacia.

4.6.3 Preparacéo do gel de Natrosol®

FORMULA 3

INALTOSOI® ...ttt et 1,00 g
MEIPATADENO ...c.evieiiieeiiieiiecie ettt ettt eve et e e ebeeeaeeaea e 0,20 g
Agua destilada 8. .veeeeeeiieiie e 100,00 mL

Em banho-maria, aquecer a 4gua com o metilparabeno. Apos solubilizacdo do
metilparabeno, adicionar o Natrosol®, manter sob agitagdo constante até formagao do gel. Ao
atingir o ponto de gel retirar do aquecimento, resfriar até 40 °C, mantendo a agitacdo até
completa homogeneizagdo. O gel assim preparado foi mantido sob refrigeracdo a 4° C até os

ensaios de dosagem em CLAE e testes de eficdcia, para ser usado como placebo.



MATERIAIS E METODOS 43

4.6.4 Preparacao do gel de Natrosol® contendo lipossomas com DEET

FORMULA 4

Fase A

INALTOSOI® ..ottt sttt 1,00 g
MEIPATADENO ...c.evieiiieiieiiecie ettt ettt eae et e e et e eaeeaee e 0,20 g
Agua destilada 8. .veeeeeeeiieiie e 39,00 mL

Em banho-maria, aquecer a agua com o metilparabeno. Apos solubilizacdo do

metilparabeno, adicionar o Natrosol®, manter sob agitagdo constante até formagao do gel.

Fase B
Lipossoma 252 mM:20% DEET.........coooiiiiiiieeeeeeeeeee e 50,00 g
DEET ettt ettt ettt et e be et ens 9,86 ¢

Adicionar a fase B na fase A sob agitacdo leve quando a temperatura estiver em torno
de 40° C, deixar esfriar mantendo a agita¢do, até completa homogeneizagdo. O gel com
lipossomas, assim preparado, foi mantido sob refrigeragcdo a 4° C até os ensaios de dosagem

do DEET na preparacao por CLAE e testes de eficécia.

4.7  Caracterizagao

Para assegurar a uniformidade das formulagdes, os lipossomas acrescidos de DEET
foram caracterizados nos seguintes pardmetros: tamanho das vesiculas, pH e teor de
substancia ativa.

Para a determina¢do do teor de DEET nos lipossomas e nas etapas de filtragdo a que
foram submetidos, utilizou-se a espectrofotometria determinando-se a equacao da reta, usando
etanol P.A. como solvente, no comprimento de onda de 270 nm.

4.7.1 Preparacdo da curva-padrdo do DEET
Para a elaborag¢do da curva-padrao selecionou-se o intervalo do espectro de varredura

que melhor seguia a Lei de Lambert-Beer.
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Foram feitas leituras dos espectros de varredura, na faixa de 200 — 300 nm, de uma
solugdo, usando o valor de A 1% lcm, para verificar o melhor comprimento de onda. Para
estes experimentos foi utilizado o DEET sintetizada pelo Laboratério Lasape devido ao grau
de pureza. O mesmo procedimento foi utilizado para solug¢des alcoolicas das matérias primas
e para o DEET usado na produgao dos lipossomas.

Os lipossomas produzidos foram submetidos a diluigdes com etanol e foram lidos no
comprimento de onda selecionado para a determinacdo da melhor relagdo (PC:DEET).

Os lipossomas sem DEET foram diluidos em igual volume de etanol para a
determinagdo do espectro de varredura no UV.

4.7.2 Determinacdo do tamanho médio dos lipossomas

O tamanho médio dos lipossomas foi determinado por espectroscopia de espalhamento
da luz laser com o auxilio do Aparelho ZETASIZER® 3000 HS da Malvem Instruments Ltd.
Foram feitas diluicdes das preparagoes lipossomais de Phospholipon® e de Phosal® na
propor¢ao de 42 mM PC : 8,4 mM de DEET, na concentagdo aproximada de 1 g/ sendo
determinadas em temperatura de 25° C com angulo de detecg¢ao de 90 ° e 290,4 kCps.

4.7.3 Visualizacao dos lipossomas por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para a execu¢do da técnica de coloracdo negativa foi utilizado o método da gota em
tela de cobre com filme suporte de parlédio e carbono, solugdo aquosa de bacitracina 0,1
mg/mL e corante acido fosfotungstico, solugcdo aquosa a 2 %, (p/v) neutralizado com solugdo
de KOH 1 M.

Usou-se uma gota de solugdo de bacitracina para eliminar as cargas negativas
depositadas sobre o filme de carbono. A gota foi seca com papel de filtro por capilaridade,
apods 2 minutos. Logo apds, uma gota da preparagdo do lipossoma diluido foi colocado sobre o
suporte. Foi feita uma tela para cada amostra, ou seja, lipossoma 42 mM feito com Phosal® e

Lipossoma 42 mM com Phospholipon® ambos com 20 % de DEET em relag¢do aos lipidios
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totais. O tempo de deposi¢do do material foi de 2 minutos. Procedeu-se a secagem com papel
de filtro e foi adicionado 1 gota do corante fosfotuntstato de potdssio, sendo deixado em
contato por 2 minutos e secagem com papel de filtro. Essas telas foram deixadas no
dessecador até o momento de serem levadas ao Microscopio Eletronico de Transmissdao
(MET) que foi operado a 80 Kv. As fotografias foram obtidas com aumento proprio para cada

amostra.

4.7.4 Analise do DEET nas preparacdes gel com lipossoma por CLAE

Na andlise por CLAE foi usado o método em fase reversa adaptado para dosar DEET
em células de Franz (BAYNES, 2002). A metodologia sugerida seguiu os seguintes
parametros:

TABELA 6 — Parametros cromatograficos para a analise de DEET nas preparagdes.

Coluna cromatografica Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm)

particulas de 5 pym

Vazao 1,0 mL/minuto

Temperatura Temperatura ambiente (24 °C)

Volume de injecdo 20 uL

Detec¢ao 250 nm

Fase movel Tampao acetato de amoénio 0,03 M (pH 4,5):

acetonitrila (60: 40) (v/v)

DEET padrao de referéncia USP foi usado na elaboracdo da curva de calibragdo de
cinco pontos, a partir de uma solugdo estoque contendo 1 mg/mL em metanol P.A. Foram
pesados 25 mg do DEET padrao e diluidos em balao volumétrico de 25 mL de metanol P.A.

As curvas de calibragdo foram preparadas com cinco pontos de concentragao,

compreendidos entre 320 a 480 pg/mL, tendo seu ponto intermedidrio de 400 pg/mL,
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determinando-se a melhor curva de calibracao. Cada concentracao foi analisada em triplicata
e as curvas foram construidas, considerando a média das areas das duas inje¢des contra a
concentragdo de cada nivel de concentragdo. Foram calculados os desvios padrio e o
coeficiente de correlagao.

Para a determinacdo quantitativa por CLAE optou-se pela metodologia do padrio
externo. Foi preparada uma curva de calibracdo com o ponto central correspondendo a 400
ug/mL, que € a concentragdo média da curva e a de escolha para se determinar a preparagdo
gel com lipossomas contendo DEET e comparamos as éareas dos cromatogramas das
preparagdes com as areas dos cromatogramas da curva de calibragdo, através da equacdo da
reta.

As amostras para analise por CLAE foram diluidas a partir das formulagdes, com
metanol P.A. Foram pesadas cerca de 100 mg das preparagdes, transferidas para baldes
volumétricos de 50,0 mL para cada analise em CLAE, o que corresponde a concentracao
média de 400 pg/mL, o volume foi completado com metanol P.A. As amostras depois de
diluidas foram filtradas em filtro descartavel Milex® de 0,45 para os suportes de injecao.

O equipamento usado para as analises cromatograficas foi o SHIMADZU com bomba
peristaltica programavel para mistura de até 4 solventes para fase movel, um modulo detector
programavel para deteccdo em varios comprimentos de onda, no nosso caso fixamos as
corridas cromatograficas em trés comprimentos de onda: 220, 250 e 270 nm.

As analises cromatograficas foram realizadas em coluna Shimpack C18 CLC-ODS
(150 mm x 4,6 mm) particulas de cinco micrometros. A temperatura da coluna utilizada
durante o processo foi a temperatura ambiente.

Os componentes da fase movel foram filtrados em membrana Millipore® de 0,45 um,

separadamente, e a mistura nas propor¢des desejadas foi realizada pelo modulo de mistura e
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dispensacdo de fase movel multicanal. Os dados foram armazenados em um programa
computacional da SHIMADZU.

As concentragdes do DEET nas amostras testadas foram calculadas através das areas
dos picos utilizando uma curva de calibragao do padrao primario.
4.7.5 Parametros de validacdo das andlises por CLAE, segundo a Resolucdo n° 899 da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

4.7.5.1 Especificidade

A especificidade foi determinada analisando-se diversas amostras (n = 6) da matriz
(placebo) para que fosse investigado qualquer composto que interferisse nas analises.
4.7.5.2 Precisdo

A precisdo foi analisada injetando-se varias amostras na mesma concentragao (n = 6).
4.7.5.3 Exatidao

A exatidao foi verificada através da determinagdo em triplicata de trés amostras em
que se avaliou a concordancia entre o valor declarado e o valor encontrado.
4.7.5.4 Recuperacao

A recuperagao foi analisada através da determinagdo de diferentes amostras (n = 6) do
placebo adicionado de uma quantidade conhecida do analito. Esta avaliacdo também serve
como parametro de exatidao.
4.7.5.5 Robustez

A robustez foi determinada através da capacidade do método nao sofrer interferéncias
por pequenas e deliberadas modificagdes dos seus pardmetros. Foram avaliados os seguintes
parametros: composi¢do da fase movel, forca idnica do tampao (pH) e alteragdo na vazao.

4.8  Determinacdo da eficacia da preparacao repelente.
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Comparou-se o gel contendo lipossoma com DEET produzido com Phosal®
(FORMULA 4) com produto comercial do Laboratério Quimico Farmacéutico do Exército
(FORMULA 2).

A avaliagdo da eficacia e da persisténcia da preparagao desenvolvida foi realizada
através de testes comparativos, pareados, em voluntarios sadios, entre a formulagdo
experimental e um produto comercial. Foram usados culicideos mantidos em laboratério ha
varias décadas, livres de infecc¢do, da espécie Aedes aegypti, cepa Rockefeller, susceptivel a
inseticidas.

Esta cepa foi originalmente estabelecida no Rockefeller Institute (Nova York, NY)
por D. W. Jenkins em 1959 e tem sido usada por laboratorios de todo o mundo como cepa de
referéncia para fecundidade, vigor, uniformidade e susceptibilidade a inseticidas. Foram
usados os mosquitos criados no Laboratorio de Entomologia do Instituto de Biologia do
Exército (IBEx), bem como suas instalacdes.

A manuten¢do das colonias dos Culicideos, ou seja, as larvas e adultos de Aedes
aegypti foram realizadas de acordo com procedimentos-padrdo do laboratorio. Este processo,
de um modo geral, consiste em acompanhamento da eclosdo de ovos, manutengao das larvas
com agua desclorada (FIGURA 9), alimentacio das mesmas com ra¢do para cobaia,
transferéncia diaria das pupas para gaiolas e alimentacdo dos adultos com agua agucarada ad

libitum (FIGURA 10).

FIGURA 9 — Representagdo esquematica do processo de eclosdo dos ovos de mosquitos.



MATERIAIS E METODOS 49

FIGURA 10 — Procedimentos operacionais de manutencdo da colonia: manuten¢do das

larvas (1), separagdo das pupas (2), colocagdo das pupas em recipientes proprios (3) e

montagem das gaiolas para manutencao dos mosquitos adultos (4). Fonte: Autor

Para os testes foram usados nove voluntarios sadios, com idades variando entre 18 e

50 anos. Todos os voluntarios foram esclarecidos e orientados sobre os objetivos e métodos

de pesquisa, assinando um termo de consentimento de ética médica . Os dados obtidos com os

ensaios foram submetidos ao teste estatistico de Wilcoxon, ndo paramétrico, para a
comparag¢do de dados pareados.

Foram testadas, de cada vez, duas formulacdes, em dois dias diferentes. Apenas

uma formulacdo foi testada em cada antebraco a cada vez. O braco esquerdo recebeu sempre

uma das formulacdes-controle e o braco direito, uma das formulagdes contendo o repelente.
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Antes da aplicagdo das formulagdes, procedeu-se a lavagem de todo o antebrago
com agua e sabao, seguida de secagem completa. As formulagdes foram aplicadas em area de
4 X 4 cm, previamente delimitada com uma caneta dermografica. A quantidade de cada
formulagdo foi pesada em balanga analitica ¢ espalhada na area delimitada com espatula de
madeira (FIGURA 11). Os testes se iniciaram 15 minutos depois da aplicacdo, para garantir a

secagem completa das formulagdes aplicadas.

FIGURA 11 — Material usado nos testes de repeléncia em voluntarios

1 — material para aplicagao das formulagdes.

2 — material para coleta das fémeas e aprisionamento nas caixas de acrilico (1 gaiola, 1 tubo
aspirador e 2 caixas de acrilico). Fonte: Autor

Os testes de repeléncia foram feitos em diferentes momentos apds a aplicagao: 0 h
(na pratica, 15 minutos depois da aplicagdo), 3h, 6h, 7h, 8h e 9h. Estes tempos foram
escolhidos de forma a atender a dois critérios: exposi¢cdo dos voluntarios a0 menor nimero
possivel de Culicideos e cobertura do periodo de repeléncia indicado para o produto comercial
(de quatro a seis horas), com margem para avaliacdo de eventual extensdo do periodo de
protecao.

Em todos os testes de repeléncia, para cada um dos pontos experimentais (0, 3, 6,
7, 8 e 9h), foi fixada uma caixa acrilica em cada um dos antebragos, contendo 20 mosquitos
adultos fémea. O tamanho e a forma das caixas acrilicas foram construidas de acordo com o

manual da ASTM E 951 — 94 (Re-aprovado em 2000) e sdo teladas em uma das faces e
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apresentam, na face oposta, duas aberturas distintas, de 2,9 cm de diametro cada (FIGURA
12). Em cada caixa, apenas uma das aberturas foi utilizada, de forma a expor aos mosquitos a
area do antebrago contendo a formulacdo. Em cada ponto experimental, os mosquitos ficaram

expostos as formulagdes por 15 minutos.

{{b E 951

18em

FIGURA 12 — Desenho do projeto para confec¢do da caixa de acrilico segundo a

ASTM.

Foram usadas fémeas adultas de trés a sete dias de idade, ndo alimentadas com
sangue e submetidas, antes do teste, a um jejum de agua agucarada de 15-24 horas. Este
procedimento, necessario para induzir e normalizar a avidez das fémeas pelo repasto
sangiliineo, ¢ utilizado rotineiramente no laboratorio para alimentagdo das fémeas de
culicideos, durante a manuteng¢ao das coldnias.

Em cada ponto experimental foram usados mosquitos diferentes, ou seja, cada

mosquito foi usado apenas uma vez (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — Procedimentos operacionais do teste de repeléncia: captura das fémeas de
mosquitos com tubo aspirador e contagem dos espécimes (1), colocagdo dos mosquitos dentro
da caixa de acrilico (2), aplicacdo das caixas nos antebragos (3) e detalhe da area exposta (4).
Fonte: Autor.

Ao final da exposic¢do, foi contado o numero de mosquitos que realizou o repasto,
através da observacdo de seus abdomens. Em caso de duvida, procedeu-se ao esmagamento
do mosquito em papel de filtro, para confirmag¢dao (FIGURA 14). Outros parametros, como
numero de picadas ou numero de vezes que os mosquitos pousaram, ou ainda, tempo de cada
picada ou tempo entre uma picada e outra foram descartados: alguns sdo subjetivos; outros, de
avaliagao dificil, principalmente com 20 mosquitos de cada vez; outros ainda estariam sujeitos
a ruidos experimentais, como seria o caso de quantificacdo do numero de picadas (cada
mosquito poderia picar mais de uma vez e, dependendo da quantidade de sangue ingerida a
cada vez, sua avidez estaria modificada, ocasionando falta de homogeneidade entre os

mosquitos).
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FIGURA 14 — Contagem do niimero de fémeas alimentadas:
(1) e (2) nimero de picadas; (3) e (4) numero de fémeas com abddmen cheio de sangue.
Fonte: Autor.

A metodologia desenvolvida para os testes esta descrita com mais detalhes no projeto

que foi submetido 2 Comissdo de Etica em Pesquisas do IBEx e encaminhada ao Conselho

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os lipossomas produzidos foram analisados quanto ao seu teor de fosfolipidios,
podendo desta forma avaliar se houve perda do material de membrana e o teor de substancia
ativa para determinar a quantidade de material incluso no lipossoma.
5.1 Resultado das analises dos teores de fosforo nas matérias-primas Phosal® e

Phospholipon®

Para a determinagdo do teor de fosfolipidios nas matérias-primas e dos lipossomas, foi
utilizada a curva de calibragdo partindo-se da Solucdo padrdo de Fosforo a 20 ug P/mL
(TABELA 7).

TABELA 7: Valores de Absorbancia para a plotagem da Curva padrao de fosforo.

Concentrac¢do pg P/mL Meédia das absorbancias (n = 3)
0,9988 0,1665 + 0,0562
1,9976 0,3245 + 0,0284
2,9963 0,4875 +0,0142
3,9951 0,6335 +0,0223

Iniciou-se com a constru¢do da curva padrdo de foésforo utilizando um método
colorimétrico de dosagem em que se estabelece a relagdo entre a quantidade de fosforo e a
quantidade de fosfolipidio existente na matéria-prima. Os célculos tedricos a principio nao
estavam tendo boa reprodugdo na pratica, obtendo-se valores aberrantes. Foram observadas
algumas variantes que poderiam estar interferindo: tempo de aquecimento, temperatura
adequada para a reagdo e limpeza de toda a vidraria com solugdo sulfocromica para eliminar

vestigios de fosforo ja que o método ¢ extremamente sensivel.
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Foram repetidas as analises da matéria-prima e para cada analise em triplicata era
tragada uma curva de calibracdo. Apds sucessivos doseamentos foi definida a melhor curva

padrdo com um coeficiente de correlagao r = 0,9997 (FIGURA 15).

DOSAGEM DE FOSFORO TOTAL
0,7 -
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FIGURA 15 — Curva padrao de fésforo.
y = ax + b; onde a = 0,1566; b = 0,012 ¢ r = 0,9997; onde: y = variavel dependente
(absorbancia), x = variavel independente (concentragdo em pg/mL), a = coeficiente angular da

reta, b = coeficiente linear da reta e r = coeficiente de correlagao.

Foram quantificados os fosfolipidios do Phosal® e do Phospholipon® pelo método de
Bartlett (TABELA 8).

TABELA 8: Resultado das analises do teor de fosfolipidios nas matérias-primas Phosal® e

Phospholipon®
Matéria-prima Teor de fosforo (%)
Phosal® 78,96 + 6,7
Phospholipon® 96,70 = 3,3

A determinagdo da fosfatidilcolina foi feita indiretamente, na qual se mediu o
conteudo de fésforo na amostra, pois mantém uma relagao direta com a quantidade de
fosfolipidio existente nas matérias-primas, através da relacao:

775 g de fosfatidil colina = 30,97 g de Fésforo
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Neste método, como ¢ mostrado na FIGURA 5 de Materiais e métodos, o fosfolipidio
sofre previamente uma hidrélise acida, transformando todo o fosforo em fosfato inorganico
que apos reagir com o molibdato de amonio forma o acido fosfo-molibdico. O 4cido ascorbico
adicionado posteriormente formou um complexo azul que foi medido no espectrofotdmetro
em 800 nm. A intensidade de cor azul corresponde a concentracdo de fosforo presente,
determinado pela curva de calibragdo, e que corresponde ao contetido de fosfolipidios
(fosfatidilcolina e lisofosfatidilcolina).

O teor declarado pelo fabricante das matérias primas, consta da TABELA 9.

TABELA 9: Resultado das analises dos teores de fosfolipidios emitido pelo fabricante GmbH

das matérias-primas Phospholipon® e Phosal®.

Matéria-prima Teor de Teor de Teor de acido
fosfatidilcolina lisofosfatidilcolina fosfatidico
(%) (%) (%)
Phospholipon® 95,5 2,2 0,0
Phosal® 77,3 1,9 0,0

Fonte: Certificado de analise Nr 15904 ¢ 15881 da GmbH emitidos em 15/10/03 e 18/08/03,
que acompanharam as amostras.

Podemos observar que o teor declarado na TABELA 9 e o encontrado na dosagem de
fosforo total estdo proximos, embora tenha sido usada uma metodologia diferente pelo
fornecedor que ¢ a CLAE. O fosforo total para as amostras ¢ a soma de fosfatidilcolina,
lisofosfatidilcolina e 4cido fosfatidico. Para a amostra de Phospholipon® ¢ de 97,7% o
declarado e pelo método de Bartlett encontrou-se a média de 96,70 % e para o Phosal® , o
teor declarado ¢ de 79,2% e encontrou-se a média de 78,9 %. A pequena diferenca pode ser
explicada pelos métodos usados ndo serem os mesmos ou a possibilidade de interferentes no
método de Bartlett, por mais que houvesse a preocupacdo em tratar os tubos com solucao
sulfocrdmica, além do cuidado com o uso de 4gua recentemente destilada. As andlises das
amostras, sempre foram em triplicata e o mesmo ocorreu com relacdo aos brancos no

desenvolvimento da reacao corada.
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5.2 Resultado das analises dos teores de DEET nas amostras de DEET sintetizado e
DEET comercial.

Ao iniciarmos os experimentos para incorporacdo do DEET nos lipossomas nao
tinhamos um padrdo e a substancia empregada para confeccdo da curva padrio foi
gentilmente cedida pelo Prof Dr Claudio C. Lopes do Lasape, IQ — UFRJ que sintetizou o
DEET, esta substancia faz parte de um trabalho desenvolvido em seu Laboratoério de Pesquisa
empregando o reagente Pentacloreto de Niobium para promover a transformacdo de acidos
carboxilicos a carboxamidas. Dentre as carboxamidas de interesse estratégico, a dietil-
toluamida (DEET) foi sintetizada em seu laboratério. Para verificagdo do grau de pureza
foram feitos espectros de varredura em infravermelho comparando com o DEET comercial

(FIGURA 16).
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- Espectros de IV (filme liquido) das amostras usadas na incorporagdo de
DEET em lipossomas: DEET sintetizado no Lasape (A); DEET comercial (B).
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O DEET tem um espectro de absor¢ao na regido do UV, cujos comprimentos de onda mais
significativos de acordo com o espectro de varredura (FIGURA 17) estdo localizados em
comprimentos de onda bem definidos, o seus comprimento de onda maximo encontram-se em

210 — 220 e tem uma regido entre 260-270 nm que pode ser aproveitada para as analises.
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FIGURA 17 - Espectros de varredura no UV/VIS da amostras de DEET usadas como
referéncia na incorporacdo de DEET em lipossomas. Solvente: etanol (A) e etanol puro,

acidificado e alcalinizado (B).

Foi observado que em concentragdes pequenas da ordem de 100 pug/mL ou menores,
os espectros tinham o comprimento de onda maximo deslocado para regido proxima de 210
nm.(FIGURA 18). Esta regido do espectro do UV pode sofrer interferéncia das impurezas
presentes no solvente usado, pois no processo de purificacdo por destilagdo fracionada

adiciona-se benzeno ao etanol com tragos de dgua (azeotropo).
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FIGURA 18 — Sobreposi¢cao dos Espectros de varredura no UV do DEET em concentragdes

variadas de 7 mg/ml a 0,1 mg/ml.

Foi realizada uma varredura em solucao acida e basica numa tentativa de contornar o
deslocamento do comprimento de onda (FIGURA 17 B), entretanto seu resultado nao foi o
esperado. Também se tentou trabalhar no espectro de varredura utilizando o recurso da

derivada do comprimento de onda (FIGURA 19), sendo que este recurso ficou de ser utilizado

como uma metodologia mais simples, necessitando ser validada, visto que requer um software

acoplado ao espectrofotometro.
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FIGURA 19 — Espectro de varredura no UV da 1* e 2? derivagao.

Na regido do espectro de varredura de 270 nm, foi verificado que ocorre uma relagdo
linear entre absorbancia e a concentragdo como ¢ mostrado na FIGURA 20. Este
comprimento de onda foi o escolhido para a constru¢do da curva padrdo do DEET para ser

usada nos ensaios de incorporagdo nos lipossomas.
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FIGURA 20 — Espectro de varredura do DEET no UV em diferentes concentragdes na

regido entre 260 e 290 nm.

Foram feitas trés curvas do padrio de DEET com 5 pontos de concentragdo no
comprimento de onda de 270 nm. (TABELA 10). O ponto médio da curva de calibracdo do
DEET ficou compreendido entre as concentragdes de 5% de DEET em relagdo a concentracao
de fosfatidilcolina e 40% de DEET em relagdo a concentagdo de fosfatidilcolina, tomando
como referéncia a relagdo 42 mM de PC, ou seja: 2,1 mM de DEET e 16,8 mM de DEET.
Desta forma foi definida a melhor curva padrao com um coeficiente de correlagao r = 0,9997

(FIGURA 21).
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TABELA 10: Curva padrao de DEET.

Concentra¢do mg/mL Meédia das absorbancias
0,0699 0,01128
0,1442 0,02255
0,2905 0,04510
0,4332 0,06765
0,5769 0,09020
0,7 - DOSAGEM DE DEET
0,6
L0,5
e
®0,4
=
20,3 1 y=6,4168x- 0,0009
'<?:0,2 i R?=0,999
r=0,999
0,1
0 ~ 1
0 Concentracao (mg/mL) 0.1

FIGURA 21 — Curva padrao de DEET.
Y = ax + b; onde a = 6,4168; b = -0,0009 e r = 0,999; onde: y = varidvel dependente
(absorbancia), x = variavel independente (concentracdo em mg/mL), a = coeficiente angular

da reta, b = coeficiente linear da reta e r = coeficiente de correlagdo.
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5.3 Resultado das analises dos teores de PC e DEET nas formula¢Ges manipuladas
para verificacdo do teor maximo de incorporacdo do DEET.

Foram feitas varias analises dos lipossomas manipulados para verificarmos o teor de
fosfatidilcolina (PC) nas etapas da producdo do lipossoma, bem como teor de DEET

incorporado (TABELAS 11 e 12).

TABELA 11: Resultado das analises do teor de PC nas formula¢des manipuladas

pelo método do pré-lipossoma.

RELACAO PC:DEET

% PCnolipossoma 42 mM 42mM 42mM 42mM 42mM 42mM 42 mM
2,0mM 42mM :6,3mM :84mM :10,5mM:12,6 mM:14,7 mM
Antes de filtrar 87% 87% 86% 90% 91% 85% 75%

ap6s memb 0,4 pm 90% 90% 82% 87% 89% 81% 75%
apos memb 0,2 pm 94% 94% 81% 87% 91% 81% 75%

apos sephadex G50 66% 66% 69% 75% 75% 75% 67%

TABELA 12: Resultado das andlises do teor de DEET nas formula¢des manipuladas pelo

método do pré-lipossoma.

RELACAO PC:DEET

% DEET no
2,0mM 42mM 6,3 mM 84mM :10,5 mM:12,6 mM:14,7 mM
antes de filtrar 88% 94% 85% 98% 84% 84% 83%

Apds memb 0,4 pm  89% 93% 82% 94% 80% 80% 71%
Apds memb 0,2 pm  89% 92% 82% 94% 83% 83% 66%

Apos sephadex
G50 27% 72% 71% 76% 60% 60% 51%
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Ficou evidenciado que, nos experimentos realizados, a melhor relagao PC : DEET foi
42 mM de PC para 8,4 mM de DEET (FIGURA 22).
Foram manipulados lipossomas nestas concentracdes utilizando os dois métodos

citados para verificar a melhor metodologia de incorporacdo para este ativo (TABELA 13).
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40% 40%

30% 30%
27%
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42 mM:5% 42 mM:10% 42 mM:15% 42 mM:20% 42 mM:25% 42 mM:30% 42 mM:35%

=% DEET NA SUSPENSAO LIPOSSOMAL ANTES DE FILTRAR

% DEET NA SUSPENSAO LIPOSSOMAL APOS MEMB 0,4 MICRA

—1% DEET NA SUSPENSAO LIPOSSOMAL APOS MEMB 0,2 MICRA

=% DEET NO LIPOSSOMA APOS FILTRAR EM SEPHADEX G50

=& DEET NO LIPOSSOMA APOS FILTRAR EM SEPHADEX G50

—8—9% DE FOSFOLIPIDIOS (FOSFORO TOTAL) APOS FILTRAR EM SEPHADEX G50

FIGURA 22 — Gréfico dos resultados das andlises de PC e DEET nos lipossomas

manipulados pelo método do pré-lipossoma (taxa de incorporagao).

TABELA 13: Resultado comparativo da incorporagao de DEET em lipossoma 42 mM.

LIPOSSOMA 42 mM % fosfolipidio % DEET

Phospholipon ® 90 NG = Sem filtrar 93,6 £5.,8 71,6 £2,1
*n=2 Membrana 0,2 p 93.8+2,6 67,1 +2,8

Coluna sephadex® G50 78,6 £ 8.9 39,5+5,2

Phosal® 75 S A Sem filtrar 93,5+2.,5 85,2+9,2
*n=3 Membrana 0,2 p 94,6 + 1,6 83,5+6,7

Coluna sephadex® G50 73,8 +2,7 68,7+114
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No método do pré-lipossoma elimina-se a etapa de evaporacao do solvente, indicando
ser o ponto critico na preparacdo com este ativo, este método se mostrou mais eficaz. Ja no
método de hidratacdo do filme lipidico supomos que possa ter ocorrido perdas durante o
processo de incorporacao.

A técnica de manipulagdao indicada pelo fabricante PHOSPHOLIPID GmbH®
preconiza o uso de agua destilada para ressuspender o filme lipidico, no caso do
Phospholipon® ou mistura com agua seguido de agitacdo por 15 minutos, no caso do
Phosal®. Entretanto, foram introduzidas algumas modificagdes: o uso de tampao TRIS pH 6,8
por aumentar a estabilidade de incorporagdo do ativo nas vesiculas formadas pela hidratagado
do filme lipidico, por 24 horas em refrigeracdo seguida de agitagcdo no agitador de tubos com
pérolas de vidro para a matéria-prima Phospholipon® e hidratagdo com tampao TRIS pH 6,8
seguida de agitagdo por 2 horas em agitador magnético.

As metodologias empregadas para monitorar o teor de DEET no lipossoma por
espectrofotometria UV/VIS e do teor de PC por colorimetria se mostram bem apropriadas e
de facil execugdo. No caso da espectrofotometria UV/VIS (FIGURA 23), podemos verificar
que no comprimento de onda escolhido, isto ¢, 270 nm se mostrou bastante adequado. O
mesmo ndo se pode dizer de outros comprimentos de onda préximos do A maximo (220 nm)
uma regido de muitos interferentes.

O DEET ¢ uma substancia lipossoliivel e o modelo proposto por Ho e colaboradores
(1985), com relagdo a incorporagdo, ¢ de substancias lipossoliveis interagirem com as
moléculas lipofilicas que compdem a membrana do lipossoma. Ao contrario de outras
substancias que sdo incorporados no compartimento interno e que sdo hidrossoluveis, os
métodos propostos para a andlise desta substancia requer solubilizagdo do lipossoma com um
surfactante ou um solvente adequado. No caso da andlise empregada para determinar a

concentragdo do DEET, o solvente utilizado foi o etanol que tanto serviu para desintegrar as
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vesiculas lipossomais como para extrair a substancia encapsulada, eliminando a etapa de
multiplas extragdes necessdrias para recuperar o ativo com a formagdo de uma solucgdo
limpida. Os procedimentos de extragdo consomem tempo durante a analise, podem introduzir
erros por perda de ativo e muitas das vezes formam produtos instdveis que se tornam
incompativeis com a analise.

Através de um simples processo de solubilizagdo, em que foram pipetados 500 pL da
suspensdo lipossomal, diluidos com etanol P. A. para baldo volumétrico de 10 mL seguido de
leitura em 270 nm, foi possivel a determinagdo da taxa de incorporagdo. Um método de facil

execucao, rapido e relativamente barato.

Absorbancia do DEET em
lipossoma sem filtrar

Absorbancia do DEET em
lipossoma ap6s membrana G50

FIGURA 23 — Espectro de varredura da dilui¢ao em etanol empregada para analisar a

concentragdo de DEET nos lipossomas 42 mM PC : 4,8 mM DEET.
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5.4  Analise das preparacdes gel contendo lipossoma com DEET
Para a andlise das prepara¢des manipuladas com a Formula 4, ou seja, lipossoma 252
mM PC contendo DEET a 20% veiculados em gel de Natrosol® a 1%, foi usado o método de
CLAE, partindo-se da técnica desenvolvida por Baynes (2002), com pequenas modificacdes.
Para a construg¢do da curva de calibragdo foi usado o DEET padrao USP com o teor
declarado de 98,1%. O mesmo padrao foi usado para quantificagdo das duas amostras de
DEET empregadas para incorporacao e determinagdo dos teores nos lipossomas 42 mM PC.

Foram feitos espectros infravermelho (IV) quantitativos de DEET de acordo com a
monografia da USP 27, das 3 amostras, no intervalo entre 500 — 4000 cm’’. Foi escolhida a
regido do espectro entre 14,1 um e 14,4 um que tivesse um pico mais homogéneo para aplicar

a Lei de Beer (FIGURA 24).

Abs = 0,240 A

!

-1 A Abs = 0,196 B
- : N . |
s Abs = 0,172

'

FIGURA 24 — Espectro de infravermelho das amostras de DEET: padrdao USP (A) DEET do
Lasape (B) e DEET comercial (C), ampliado no intervalo entre 600 — 800 cm.

Solvente: dissulfeto de carbono.
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Os resultados das analises das amostras de DEET por infravermelho, encontram-se na
TABELA 14 e os resultados da curva de calibracdo por CLAE (FIGURA 25), encontram-se

na TABELA 15.

TABELA 14: Resultado das analises das amostras de DEET por infravermelho.

Concentragdo Absorbancia Grau de pureza

Amostra mg/mL 705,89 cm”’ (%)
Padrao DEET USP 19,44 0,240 98,1
DEET sintetizado 15,88 0,196 80,1
DEET comercial 13,93 0,172 70,3

TABELA 15: Valores para o calculo da Curva de calibragdo do DEET por CLAE.

Concentrag¢do pg/mL Meédia das areas (n = 6)
320,000 2910566 + 20578
360,000 3090149 + 14906
400,000 3762574 + 74851
440,000 4187495 + 79182

480,000 4658640 + 38005




RESULTADOS E DISCUSSAO 69

Curvade calibragcéo do DEET
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FIGURA 25 — Curva de calibragdo do DEET por CLAE.
y = ax + b; onde a = 9191; b = 12968 ¢ r = 0,998; onde: y = varidvel dependente
(absorbancia), x = variavel independente (concentracdo em pg/mL), a = coeficiente angular da

reta, b = coeficiente linear da reta e r = coeficiente de correlagao.

No desenvolvimento da metodologia de analise das preparacdes contendo lipossomas
com DEET por CLAE, inicialmente buscou-se na literatura trabalhos sobre a determinagao
do teor de DEET em matrizes semelhantes as nossas preparacdes e encontrou-se dois artigos.
Em um dos artigos foi utilizado o método de eluicdo isocratico (BAYNES, 2002) e no outro o
método de elui¢ao gradiente (ABU-QARE, 2001).

Partindo-se da técnica desenvolvida por Baynes (2002) introduziu-se pequenas
modificagdes alterando-se os parametros como o do tratamento das amostras antes das
analises e estudando-se o o perfil cromatografico em outros comprimentos de onda. A
FIGURA 26 mostra o cromatograma obtido com a amostra de DEET do Lasape, em que o

tempo de reteng¢ao conseguido com as condigdes de trabalho foi de 10 minutos.



RESULTADOS E DISCUSSAO 70
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 pm
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 64:36
Modo: isocratico
Vazdo: 1 mL/min
Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =270 nm

FIGURA 26 — Cromatograma do DEET matéria-prima na concentragdao 800 pg/mL.

A partir dos dados da corrida cromatografica com a amostra do DEET, procedeu-se da
mesma forma com a preparacao gel com lipossoma contendo DEET.

Para proceder as andlises, as amostras de gel de Natrosol® com lipossomas contendo
DEET, foram pesadas e diluidas em MeOH P. A. Foram pesados 100 mg da preparagao gel
com lipossoma contendo DEET e diluiu-se em baldo volumétrico de 50,0 mL ou pesaram-se
1,0 g da preparacdo e apds a diluicdo em baldo volumétrico de 50,0 mL, retirou-se uma

aliquota de 1,0 mL desta solugdo e diluiu-se com MeOH para baldo volumétrico de 10 mL.

Ap0s ser filtrada para o porta amostra, esta foi injetada no cromatografo (FIGURA 27).
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 um
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 64:36

Modo: isocratico

Vazao: 1 mL/min

Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =270 nm
FIGURA 27 — Cromatograma do gel com lipossoma ¢ DEET concentragdo 600 pug/mL.

Procedeu-se a analise do DEET em diferentes comprimentos de onda, a fim de se

verificar a relacdo area do cromatograma x concentracdo. Desta vez foi testada também a
modificacdo da composicdo da fase movel passando-se a realizacdo das corridas com as
proporg¢des da fase movel acetato de amodnio (pH = 4,5): acetonitrila em 60 : 40 (v/v), com o

objetivo de diminuir o tempo de retengdo do DEET e conseqiientemente o tempo de analise

(FIGURA 28).
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 pm
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico
Vazao: 1 mL/min
Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =220 nm, 250 nm e 270 nm
FIGURA 28 — Sobreposi¢cdo dos picos em diferentes comprimentos de onda (220, 250 e
270 nm) no cromatograma do gel com lipossoma e DEET concentracao 400 pg/mL.

A otimizacdo da composicao da fase movel que inicialmente era tampao acetato de
amonio 0,3 M (pH=4,5) e acetonitrila nas propor¢des 64:36 (v/v) passando para 60:40 (v/v)
ndo provocou uma modificacdo na detec¢do dos picos eluidos tendo em vista que o detetor
empregado de UV/VIS ndo se mostrou sensivel a variagdes na fase mével. Optou-se por
modificar a composi¢do da fase mével ao invés de modificar a vazdo para que a corrida
cromatografica tivesse o seu tempo reduzido, o que ocorreu encurtando o tempo de retengao
do pico do DEET para 8 minutos.

5.5  Analise do comportamento das corridas cromatograficas com a modificacéo de
alguns parametros do método
5.5.1 Especificidade

O estudo da influéncia dos excipientes foi verificado através da aplicagdo do método

do placebo contaminado com amostra padrao.
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Os cromatogramas obtidos com a analise da matriz sem a adi¢ao de DEET (branco),
ndo apresentaram interferentes na regido de retengdo, nas condi¢cdes empregadas, como pode

ser visto pela comparagdo entre os cromatogramas FIGURA 29.
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 pm
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico

Vazao: 1 mL/min

Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 um

Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico

Vazao: | mL/min

Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm
FIGURA 29 — Comparagao entre os cromatogramas do gel com lipossoma contendo DEET
na concentracdo 400 pg/mL e gel com lipossoma sem DEET.
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Os cromatogramas do placebo, ndo apresentam nenhum pico durante os 9 minutos da
corrida cromatografica, logo podemos concluir que ndo ha interferéncia no método dos

excipientes da preparagdo sendo o método especifico.

5.5.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da curva de calibragdo com padrdo de
referéncia USP, na qual foi verificada a proporcionalidade entre as diferentes concentragdes

do padrao e as areas obtidas nos cromatogramas (TABELA 16).

TABELA 16: Dados da regressao linear das curvas de calibragdo do DEET y = ax +b

: . . fici fici
Coeficiente angular  Coeficiente linear Coeficiente  Coeficiente de

Analise (inclinacio) — (a) (intercepto) — (b) de correlacao determ12na<;ao
) R
Curva padrao 1 9632,6 - 154059 0,998 0,996
Curva padrao 2 9589,7 - 185400 0,996 0,992
Curva padrao 3 8811,7 + 158807 0,998 0,996

O coeficiente de correlagdo foi de 0,99, demonstrando que a solu¢do padrao de DEET
apresentou boa correlacdo linear. Esta correlagcdo foi verificada na faixa de concentragdo de

320 a 480 pg/mL de DEET.
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5.5.3 Precisdo

A avaliacdo da precisdo consistiu em verificar se o método reproduz o mesmo
resultado, sempre que o procedimento ¢ executado. Foi verificada através da repetibilidade
(precisdo intracorrida) em que foram realizadas 6 determinagdes a 100 % da concentragao do

teste (TABELA 17).

TABELA 17: Precisdo intracorrida para determinacao de DEET na formulacdo gel com
lipossoma 252 mM

Formula 4 (g) Concentragao teorica Concentragdo encontrada Reculz/eorag:ﬁo
1,0169 325,40 361,38 111
1,0079 322,50 367,24 113
1,0214 326,80 362,07 110
1,0208 326,60 368,43 114
1,0073 322,30 366,58 113
1,0152 324,80 349,24 107

Concentra¢ao média = 362,49 + 9,3374
Desvio padrao =+ 9,3374

Desvio padrao relativo = 2,57 %
Intervalo de confianga = 362,49 + 17,30

Como pode ser verificado na TABELA 17, de acordo com a proximidade dos
resultados obtidos na série de seis determinagdes, o0 método se mostrou preciso. Avaliou-se
somente a precisao intra-corrida, verificando-se a concordancia entre os resultados dentro de
um periodo curto de tempo com 0 mesmo analista e a mesma instrumentagao (RE n°® 899).

Deixou-se de analisar a precisdo intermediaria e a reprodutibilidade do método.

A precisdo do método foi expressa com o desvio padrdo relativo, cujo valor maximo

aceitavel pela RE n° 899 ¢ de 5%.
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5.5.4 Exatidao

A exatiddo do método pode ser definida como a proximidade dos resultados
experimentais obtidos com os valores declarados. A exatiddao do método foi verificada através
do teste de recuperagdo das amostras acrescentadas de quantidade conhecida de DEET
seguida da determinacdo de nove replicatas contemplando as concentragdes de 80 a 120 % do

valor tedrico.

EXATIDAO =  Concentracdo obtida x 100%
Concentragao teorica

Para o teste de recuperacao (R%), foram feitas 3 pesadas nas concentragdes 80, 100 e
120 % do teor de DEET (TABELAS 18, 19 ¢ 20).

TABELA 18: Teste da recuperagdo do método para determina¢ao de DEET na formulacao
gel com lipossoma 252 mM (80%)

Concentragao , .. Concentracao y B
Nivel tedrica M(igla encontrada Mig;a DP R% 4 21_202’05
(ug/mL) (ug/mL)
312,0 3334 106
80% 323,0 324,0 362,6 351,5 15,80 112 2,458
337,0 358,5 106

Teste t (0,05; 2)
Ho — n=x=324,0 Paran=3,x=351,5 DP=15,80
t critico = 4,303

t0,05; 2 =2,458
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TABELA 19: Teste da recuperacao do método para determinacao de DEET na formulagdo
gel com lipossoma 252 mM (100%)

Concentragao Concentragao t o=0.05
Nivel tedrica Média  encontrada  Média  DP R% ’ 21_2 5
(ug/mL) (ug/mL)
390,0 418.,0 107
100% 404,0 405,3 430,9 434,5 18,61 106 2,21
422.0 454,7 107

Teste t (0,05; 2)

Ho —» pn=x=4053 Paran=3,x=434,5 DP=18,61
t critico = 4,303

t0,05;2=2,21

TABELA 20: Teste da recuperacao do método para determinacao de DEET na formulagdo
gel com lipossoma 252 mM (120%)

Concentragdo Concentracao —0.05
Nivel tedrica Média  encontrada  Média DP R% b al_: 2’
(pg/mL) (ug/mL) S
468.0 453,7 98
120 % 485,0 486,3 499.7 4804 23,89 103 0,35
506,0 487.9 98

Teste t (0,05; 2)
Hyp — p=x=486,3 Paran=3,x=4804 DP=23,89
t critico = 4,303
t0,05;2=0,35
Nos trés niveis de concentracdo, t experimental < t critico — Hj € aceita, ou seja, ndo
existe evidéncia de erro sistematico no método e as médias encontradas sdo estatisticamente

iguais.



RESULTADOS E DISCUSSAO 78

5.5.5 Parametros de resisténcia e robustez
5.5.5.1 Teste de vazéo
Para o teste de vazdo foram feitas 2 corridas cromatografica modificando-se a vazao

para 0,8 mL/min e 1,2 mL/min, respectivamente as FIGURAS 30 e 31.
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 um
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico
Vazao: 0,8 mL/min
Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm

FIGURA 30 — Cromatograma do DEET padrdo (400 ng/mL), vazao de 0,8 mL/min
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 um
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico
Vazao: 1,2 mL/min
Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm

FIGURA 31 — Cromatograma do DEET padrao na concentragdao = 320 pg/mL
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5.5.5.1 Teste de variacdo da composi¢cao da fase movel

Apesar da diminui¢do do tempo de retengdo de 10 minutos para 8 minutos com a
modificacdo das quantidades de acetato de amoénio e acetonitrila, testou-se, também, a
mudanga nas propor¢des dos solventes passando-se de 60:40 para 55:45 e 50:50 (v/v),

ocorrendo diminui¢dao dos tempos de retencdo para 6 minutos € 5 minutos, respectivamente

(FIGURAS 32 e 33).
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 pm

Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 55:45
Modo: isocratico

Vazao: | mL/min
Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm
FIGURA 32 — Cromatograma do DEET padrao na concentragao 400 pg/mL.
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 um

Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 4,5) e acetonitrila 50:50
Modo: isocratico

Vazao: 1 mL/min
Detetor: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm
FIGURA 33 — Cromatograma do DEET padrao na concentragao 400 png/mL

5.5.5.1 Teste da modificacdo de pH da fase mével

Mesmo nao tendo o valor de pKa do DEET, o que poderia prever o comportamento do
analito em condigdes extremas de pH, foi tentada a mudanca da forca i6nica para verificar os
parametros de robustez, modificando o pH em =+ 1,0, ou seja 5,5 e 3,5, ndo tendo sido notado
nenhuma modificagdo no tempo de retencdo da solugcdo padrao de DEET , obtendo-se os
tempos de retencao de 7,93 minutos e 7,75 minutos, respectivamente (FIGURAS 34 e 35).

Para o tempo de retenc¢ao da solugdo padrao no pH 4,5 que foi de 8,0 minutos, a variagao ¢

muito pequena com a mudanca de pH.
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 pm

Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 5,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico

Vazao: 1 mL/min
Detector: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm

FIGURA 34 — Cromatograma do gel com lipossoma e DEET na concentragao 320 pg/mL
Fase moével com pH = 5,5
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Coluna: Shimpack® CLC-ODS (150 mm x 4,6 mm) particulas de 5 pm
Fase movel: Tampao acetato de amonio 0,03 M (pH 3,5) e acetonitrila 60:40
Modo: isocratico

Vazao: 1 mL/min

Detector: fotodiodos UV/VIS, A =250 nm

FIGURA 35 — Cromatograma do gel com lipossoma ¢ DEET na concentragdo 320 png/mL
Fase moével com pH = 5,5
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TABELA 21: Teste de robustez do método por CLAE — Tempo de retengdo (Tr)

Parametro Tempo de retengao (Tr)
0,8 Tr > 9 minutos
Vazao (mL/min) 1,0 Tr = 8 minutos
1,2 Tr = 7 minutos
60:40 Tr = 8 minutos
Fase modvel (acetato de amonio: acetonitrila) 55:45 Tr = 6 minutos
50:50 Tr = 5 minutos
3,5 Tr = 7,9 minutos
Forca i6nica (pH) da fase movel 4,5 Tr = 8 minutos
5,5 Tr = 7,7 minutos

Os dados de performance do método diante de pequenas alteracdes nos parametros
estdo consolidados na TABELA 21. Os tempos de retengdo para o DEET padrdo e nas
formulagdes sofreram algumas alteragcdes como ja era previsto. Houve uma diminui¢do do Tr
com o aumento da vazdo, devido as interagdes entre o0 DEET e a coluna que possui carater
apolar em relacdo a fase mdvel. Com o aumento da vazdo ocorre uma intera¢gdo menor entre o
analita de caracteristica lipofilicas e a fase estacionaria.

Quando houve o aumento da concentracdo de acetonitrila na composicdo da fase
moével houve uma diminuicdo das interagdes do analita de natureza apolar com a fase
estacionaria, ocorrendo uma diminui¢ao do Tr do mesmo.

Com a modificacdo na forca ionica de + 1,0 ndo foi verificada uma alteracao bem
pronunciada do Tr do DEET. Nao foi verificado em nossos testes a modificacdo mais brusca
do pH da fase movel por causa da possibilidade de se aproximar do pH critico para colunas de

silica, ou seja em torno de pH = 2,0 correndo-se o risco de danificar a coluna.
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5.6  Determinacdo do tamanho médio dos lipossomas com DEET

Foram produzidos lipossomas multilamelares pelos dois métodos usando as matérias-
primas Phospholipon® e Phosal ® nas concentragdes 42 mM PC : 8,4 mM DEET e os
tamanhos médios foram determinados pelas andlises por espalhamento da luz laser nas

diluigdes 1:1000 em tampao TRIS pH = 6,8. Os resultados constam das TABELAS 22 e 23.

TABELA 22: Resultado da determinagcdo do tamanho médio dos lipossomas manipulados

com Phospholipon® por espectroscopia de espalhamento da luz laser.

LIPOSSOMA 42 mM PC : 8,4 DEET Kcps  Tamanho por nimero Polidispersao

Phospholipon® (nm)
Amostra 1 271,0 294,6 + 0,491 0,491
Amostra 2 272,0 279,8 £ 0,640 0,640
Amostra 3 274,0 289,9 + 0,447 0,447

TABELA 23: Resultado da determinacdo do tamanho médio dos lipossomas manipulados

com Phosal® por espectroscopia de espalhamento da luz laser.

LIPOSSOMA 42 mM PC : 8,4 DEET Keps  Tamanho por nimero Polidispersao

Phosal® (nm)
Amostra 1 261,1 253,0 £ 0,220 0,220
Amostra 2 260,8 260,8 + 0,180 0,180
Amostra 3 258,1 252,8 +£0,191 0,191

Os valores médios das vesiculas dos lipossomas para o método do pré-lipossoma
encontrados foram 255,5 £ 0,197 (FIGURA 36), tendo também apresentado valores de

polidispersdao menor.
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FIGURA 36 — Griafico de distribui¢do de tamanho do lipossoma preparado pelo Método
do pré-lipossoma (42 mM: 8,4 mM DEET), filtrado em coluna de Sephadex ®.

Os valores médios das vesiculas dos lipossomas para o método da hidratacao do filme

lipidico encontrados foram 288,1 = 0,526 (FIGURA 37).
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FIGURA 37 — Grafico de distribui¢ao de tamanho do lipossoma preparado pelo Método da
hidratacao do filme lipidico (42 mM: 8,4 mM DEET), filtrado em coluna de Sephadex ®.
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Os valores de Kcps estdo compreendidos entre os valores 50 — 350, o que significa que
a diluicdo usada para as amostras foi adequada, isto é, permitiu que o feixe da luz laser

percorresse todo o caminho das amostras para a contagem das vesiculas em suspensao.

5.7 Visualizagdo dos lipossomas por Microscopia eletrénica de transmisséo

FIGURA 38 — Fotomicrografia eletronica dos possomas preparados com Phosal

preparado pelo método da gota (aumento de 50 mil vezes).

5.8 Determinacdo da eficacia da preparacdo gel com lipossoma contendo DEET

Determinou-se a atividade de repeléncia da preparacao em relagdo aos mosquitos da
espécie Aedes aegypti, avaliando-se o efeito no comportamento dos mosquitos. Em todos os
experimentos foi utilizada a propor¢io de 6,25 mg/cm’ das preparagdes. Comparou-se o gel
contendo lipossoma com DEET produzido com Phosal® (FORMULA 4) com produto
comercial do Laboratorio Quimico Farmacéutico do Exército (FORMULA 2).

Os testes foram realizados em dois dias para cada voluntéario, sendo que em um dos
dias testou-se a preparacdo da FORMULA 2 e no dia seguinte testou-se a FORMULA 4. O
protocolo preenchido em cada visita do voluntario consta do modelo que se segue. Optou-se
por padronizar o braco esquerdo com preparagdo placebo e o brago direito para aplicagdo do

produto contendo DEET.
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Nove voluntarios submetidos aos testes de nove horas e quatro destes foram

submetidos ao teste de doze horas (TABELAS 24, 25 ¢ 26).

TABELA 24: Efeito de de uma formula¢do de lipossomos contendo DEET aplicada em

voluntarios humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti (tempo de 0 a 6 h)

Tempo (horas) Voluntarios
Tempo 0 h 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gel Carbopol placebo

9/15 20/24 15/20 18/22 18/20 24/24 17/20 20/21 16/19

Gel lipossoma placebo 1 ¢,19 1101 19719 215 613 3/18 10/16 21/23 1821

Gel + DEET 021 018 022 0/16 021 024 022 022 027
GelHlipossomatDEET o0 000 021 019 014 020 022 024 0117
Tempo 3 h

Gel Carbopol placebo

20/22 13/15 15/15 19/22 22/22 20/21 19/19

Gel lipossoma placebo o »0 2104 1720 618 1820 1921 1920

Gel + DEET 022 021 020 020 024 025 026 - -
GeltlipossomatDEET 58 023 020 020 022 021 o025 - -
Tempo 6 h

Gel Carbopol placebo

16/16 17/17 17/17 24/27 19/19 24/24 21/21

Gel lipossoma placebo 0 h 0 5555 1515 1823 17/18 2020 23/23

Gel + DEET 0/19 1719 021 015 023 025 023 - -

GeltlipossomatDEET 053 020 o2 019 021 021 0024

Obs: niimero de fémeas alimentadas/niimero de fémeas expostas
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TABELA 25: Efeito de de uma formulagdo de lipossomos contendo DEET aplicada em

voluntarios humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti (tempo de 7 a 9 h)

Tempo (horas)

Tempo 7 h

Gel placebo

Gel + lipossoma

Gel + DEET

Gel+lipossoma+DEET

Tempo 8 h

Gel placebo

Gel + lipossoma

Gel + DEET

Gel+lipossoma+DEET

Tempo 9 h

Gel placebo

Gel + lipossoma

Gel + DEET

Gel+lipossoma+DEET

Voluntarios

9/10 19/19 18/18 19/19 17/17
11/11 18/18 3/10 15/20 16/16
0/22 0/13 0/18 1/20 0/25

0/22 020 0/18 0/22 0/21

13/15 15/15 14/15 12/12 21/21
19/19 15/17 - 14/18 13/13
0/25 0/23 0/19 2/18 0/15

0/20  0/19 - 0/21 0725

20/21 22/22 18/19 7/7 16/16

18/18 20/20 18/18 19/19 17/17

0/23 020 0725 4/14 2/18

0/21 0/15 0/14 1/24 2/18

15/15

17/17

1/21

3/21

18/18

14/15

0/23

0/22

11/11 13/13

22/23 19/19

023 0/21

022  0/21

Obs: numero de fémeas alimentadas/nimero de fémeas expostas
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TABELA 26: Efeito das formula¢des contendo DEET aplicada em voluntarios humanos sobre

a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti (tempo de 10 a 12 h)

Tempo (horas) Voluntarios
Tempo 10 h 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gel placebo

- - - - - 19/20 25/25 15/18 19/23

Gel + lipossoma .- - o200 20/20 17/17 25/26

Gel + DEET 1/23 0/21 1117 0/24
Gel+lipossoma+DEET 11/21 0/22 0/21 0/21
Tempo 11 h

Gel placebo - - - - - 1515 15/15 5/13 10/13

Gel + lipossoma _ . C 1220 2323 18119 2404

Gel + DEET . Lo 5/23 4/22 8/17 0/20
Geltlipossoma+DEET 4/20 1/26 0/24 0/21
Tempo 12 h

Gel placebo - - - - - 1919 19/19 5/9 5/13

Gel + lipossoma S 17/17 18/18 25/25 10/10

Gel + DEET - - o 1322 121 6/25 0/19

GeltlipossomatDEET ~ 45 021 027 0/20

Obs: niimero de fémeas alimentadas/nimero de fémeas expostas

Foram feitas analises estatisticas pareadas, ndo paramétricas (Wilcoxon signed rank
test) para comparacgao de duas condigdes entre os voluntarios; e de tabela de contingéncia (qui

quadrado) para comparagao de duas condi¢des em um mesmo voluntario.



RESULTADOS E DISCUSSAO 89

Comparou-se, inicialmente, se existe uma diferenca significativa (o> 0,05) entre a
taxa de fémeas que ndo se alimentaram entre o gel de Carbopo®l placebo e o gel de
Natrosol® com lipossomas placebo. Aplicou-se o teste de Wilcoxon singned rank test para
todos os horarios, ou seja, 0 h a 9 h, e verificou-se que a hipétese nula de que os controles

apresentaram resultados similares ndo pode ser rejeitada (FIGURA 39).
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FIGURA 39 — Grafico representativo do efeito das formulagdes placebos aplicada em

voluntarios humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti (tempo =9 h)

A segunda comparagdo realizada foi a da existéncia ou ndo de diferenga significativa
(P> 0,05) entre a taxa de fémeas de Aedes aegypti que se alimentaram, expostas ao gel de
Carbopol® com DEET e gel de Natrosol® com lipossomas ¢ DEET.

Para andlise destes dados houve a necessidade de se fazer uma normalizagdo com o

controle (placebo), através da taxa de Abbott (ABBOTT, 1925).

% REPELENCIA = 100 — (ntimero de picadas na area tratada com o DEET) x 100
(numero de picada na area nao tratada)
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O que significa que, se alguma fémea de Aedes aegypti deixou de se alimentar naquela
hora no placebo, este numero deve ser descontado da condi¢do experimental. Diante dos
“dados normalizados” o Teste de Wilkoxon pode ser aplicado para cada hora de teste. O
observado foi que com os dados obtidos nos testes ndo ocorreu diferenca significativa, nos
horarios compreendidos entre Oh e 6 h. J& nos horarios de 7 h, 8h e 9 h que a principio nos
daria uma defini¢do da melhor formulagdo com relagdo ao prolongamento do tempo de
prote¢do, ocorreu uma pequena diferenca que ndo foi significativa para ser considerada
(P>0,05).

Os graficos representativos dos testes nos tempos 10, 11 e 12 h encontram-se na figura

43.



RESULTADOS E DISCUSSAO 92

% fémeas alimentadas

% fémeas alimentadas

100

80+

60+

40+

20+

voluntéario 6

[ ] C10h
B 11 h
E12 h

—

100+

80

60+

40-

204

gel gel + DEET lipossoma lipossoma+DEET

voluntario 8

O

gel gel + DEET lipossoma lipossoma+DEET

% fémeas alimentadas

% fémeas alimentadas

100+

80+

60

40+

20

voluntario 7

100+

80+

60

40+

20

gel

gel + DEET

lipossoma lipossoma+DEET

voluntario 9

gel

gel + DEET

lipossoma lipossoma+DEET

FIGURA 40 — Efeito de repeléncia nos voluntarios submetidos ao teste nos tempos t= 10, 11 ¢ 12 h.
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Procedeu-se a analise estatistica pelo teste do chi-quadrado dos 4 voluntarios um a um
nos tempos de 10, 11 e 12 h, para verificar se houve diferenga significativa entre as duas
condi¢cdes, ou seja, a preparagdo placebo e a preparagao contendo o DEET (gel ¢ gel com

lipossoma). Os resultados estdo consolidados na TABELA 27.

TABELA 27: Comparagdo do nimero de fémeas alimentadas nas duas condigdes

experimentais. Valores de P (bicaudal, gl = 1)

Tempo (horas)
Voluntarios 10 11 12
6 0,0004 0,7683 0,6074
7 NR 0,1052 0,0038
8 0,26 0,0003 0,0068
9 NR NR NR

Obs: NR = ndo foi possivel aplicar o teste, uma vez que ha valores iguas a zero.

Como se verificou (TABELA 27), valores de P acima de 0,05 significam que ndo se
pode rejeitar a hipdtese de que o numero de fémeas que se alimentaram nas duas condi¢des
seja igual. No caso do voluntario 6, ndo houve diferenga significativa em um teste nos tempos
de 11 e 12 horas, porém no tempo de 10 horas ja houve. Isto pode ser explicado pelo fato de
ter sido o uUnico dos voluntarios testados que teve uma resposta diferente dos demais,
provavelmente devido as condigdes pessoais, visto que no dia do teste apresentou uma
sudorese excessiva, podendo ter introduzido um erro do tipo aleatorio. Em estudos realizados
por Davis & Sokolove (1976), uma das formas de atrair os mosquitos € através da eliminagado
do acido latico pelo suor humano, e a esta atragdo vai ser mais intensa quanto maior for a

eliminagdo desta substancia (DAVIS & SOKOLOVE, 1976).
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Analisando o resultado do voluntdrio 7, ndo houve diferenga significativa para os
tempos 10 e 11 horas. No tempo de 12 horas ocorre uma diferenca significativa para os

voluntarios 7 e 8. A analise pode ser melhor entendida através das FIGURAS 41, 42 ¢ 43.
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FIGURA 41 — Gréfico representativo do efeito das formulagdes aplicadas em voluntarios

humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti, t=10 h
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FIGURA 42 — Gréfico representativo do efeito das formula¢des aplicadas em voluntarios

humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti, t=11h
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FIGURA 43 — Gréfico representativo do efeito das formulagdes aplicadas em voluntarios

humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti t=12h

Como pode ser observado a prote¢do dada pela preparagcdo lipossoma com DEET a
principio parece possuir uma eficacia melhor do que a preparacao gel com DEET, o que
haveria de ser esperado, pois a preparacao lipossoma tende a ter sua acao prolongada.

Em um estudo realizado em campo por Frances (2002), foram comparadas
formulagdes nanocapsulares a base de polimeros, contendo repelente de insetos, em
voluntarios militares do Exército americano. Neste estudo foi avaliada a persisténcia da
preparacdo no periodo noturno e diurno sendo evidenciado um tempo de protecdo da ordem
de 7 horas no maximo e as concentragdes empregadas variaram entre 33% e 35% do
repelente.(FRANCES, 2002).

Esta comparagdo fica mais bem representada pelas FIGURAS 44 e 45,
respectivamente, gel de Carbopol ® com DEET e gel de Natrosol® contendo lipossomas com

DEET.
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FIGURA 44 — Cinética de repeléncia da formulagdo Gel de Carbopol® com DEET
aplicada em voluntarios humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes aegypti.
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FIGURA 45 — Cinética de repeléncia da formulacdo Gel de Natrosol® contendo lipossoma

com DEET aplicada em voluntarios humanos sobre a repeléncia de fémeas de Aedes

aegypti.
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Viérios fatores individuais e ambientais estao envolvidos quanto ao risco de picadas de
insetos, dentre eles podemos citar: eliminagdo de substancias atrativas (gas carbdnico, acido
latico e amoénia), populagdo de mosquitos e estado alimentar dos mesmos, umidade e
temperatura ambientais. Tais fatores podem determinar pequenas variagdes conforme foi
observado nos testes com voluntarios.

A metodologia empregada para testar a eficacia em laboratdrio favorece o controle de
variaveis que podem confundir a interpretagdo no teste em campo, tais como: temperatura,
velocidade do vento, umidade, populacdo de mosquitos, nivel de alimentacdo dos mosquitos,
espécies avaliadas, entre outras. O periodo de protecdo das duas preparagdes € consistente
com os trabalhos previamente publicados (CHOU, 1997).

Observou-se que o voluntario 6 nao teve a mesma prote¢ao que os demais voluntarios
no teste de 12 horas, pode-se atribuir este efeito as condigdes fisioldgicas, visto que o teste foi
aplicado nas mesmas condigdes que o voluntario 7, ou seja, mesma populacdo de mosquitos,
mesmo dia, mesma formulagdo para os voluntarios. Vale lembrar que os voluntarios 6 ¢ 7
submeteram-se ao teste em dupla, o mesmo ocorrendo com os voluntarios 8 e 9.

Com relagdo ao observado com o teste no voluntario 8, verificou-se que a preparacao
gel contendo DEET no tempo de 11 horas proporcionou uma protecdo menor, do que os
tempos 10 e 12. Este efeito pode ser atribuido, também, as condig¢des fisiologicas do
voluntario 8, visto que no voluntario 9, ocorreu uma prote¢ao de 100%, ou seja no teste
normalizado nenhuma fémea se alimentou.

Analisando-se os resultados obtidos com a preparagao gel com lipossoma contendo
DEET, o que se verifica é que a protecdo oferecida ¢ superior a preparagdo gel contendo
DEET, pois com exce¢do do voluntario 6 que poderia ser descartado estatisticamente se fosse
aplicado o teste qui-quadrado, procedimento este ndo adotado devido ao nimero de

voluntarios testados.
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Os testes realizados nos apontam que, a preparacao gel de Natrosol® com lipossoma
contendo DEET, no periodo de 0 a 12 horas se mostrou eficiente.

Analisando-se as preparagcdes no aspecto de biocompatibilidade, verificou-se na
literatura consultada, que os excipientes usados na FORMULA 4 (gel de Natrosol® com
lipossomas) sdo mais biocompativeis que os excipientes da FORMULA 1 (gel de Carbopol®
com silicone). A vantagem das preparacdes lipossomas de aplicacdo topica € a sua
semelhanca as membranas bioldgicas e a sua composicdo quimica muito proéxima a da
epiderme, o que os torna melhores veiculos quando comparados a outros. Os lipossomas sao
biodegradaveis e isentos de toxicidade (EGBARIA & WEINER, 1990).

Analisando-se as preparagdes no aspecto de cedéncia, verificou-se que preparagdes em
gel ndo favorecem a absorcdo, entretanto a adi¢do do silicone na FORMULA 2, tem por
objetivo a protecdo da area aplicada no tocante a hidrofilicidade, provocando o efeito de
oclusdao (ANSEL, 1999), o que favoreceria a absor¢ao do DEET.

J& na FORMULA 4, a literatura consultada preconiza que os lipossomas
multilamelares interagem com os cornedcitos, retendo o principio ativo no estrato cérneo. Os
estudos realizados por Korting e colaboradores (1994), em que foram empregados lipossomas
oligolamelares em contato com cultura de corneécitos, evidenciaram que os lipossomas nao
penetram na pele intacta. Nacht (1995), provou através de experimentos que o lipossoma
adere aos cornedcitos e libera a substancia encapsulada por difusdo ou por fusdo da parede do
lipossoma com os lipidios do estrato cérneo (KORTING et al, 1994; NACHT, 1995).

De acordo com os estudos de Salafsky e colaboradores (2000), os lipossomas com
tamanhos da ordem de 250 — 350 nm, a semelhanca dos que foram manipulados para serem
usados nos testes de repeléncia ficam retidos nas camadas superficiais do estrato corneo

ocorrendo um minimo de absor¢ao sistémica (SALAFSKY, 200).
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Com relagao a populagcdo de mosquitos estudada nos experimentos, ou seja, média de
20 mosquitos por cada hora de testes, representa uma situagdo superior a verificada em testes
de campo, o que fala a favor da validagdo dos experimentos.

Comparando-se as formulas 2 e 4, percebe-se que o comportamento das fémeas de
Aedes aegypti se mostrou idéntico até o tempo de 9 horas, ou seja, as duas formulagdes
repeliram, como ¢ citado na literatura em estudo comparativo realizado por Domb e
colaboradores (1995), em que foram testadas varias formulagdes (DOMB, 1995).

O que foi observado com tempo superior a 9 horas, ou seja, 10, 11 e 12 horas, ¢ que a
formulagdo contendo lipossomas, quando analisada separadamente, demonstra um discreto
prolongamento da agdo repelente como era previsto inicialmente.

Com os dados obtidos nos testes comparativos das duas formulagdes nos voluntarios
6, 7, 8 ¢ 9, que foram submetidos aos testes de até doze horas, ndo reunimos informagdes
suficientes para afirmar que a preparacao gel de Natrosol® com lipossoma contendo DEET ¢
mais persistente do que a formulagdo gel de Carbopol® contendo DEET, face ao
comportamento das fémeas de Aedes aegypti diante das preparagdes placebo de gel de
Carbopol®. Como podemos observar na FIGURA 40, ocorreu uma inibi¢cao do ato de picar
nos voluntarios 8 e 9 impedindo-nos de fazer uma analise comparativa mais precisa.

Com relagdo ao numero de testes realizados, foi planejado estudar um nimero minimo
de voluntarios para se ter a idéia do comportamento das preparagdes, sendo que ha a
necessidade de se aumentar o nimero de testes para se ter uma margem de seguranca maior

para atestar qual das duas preparagdes ¢ a mais eficaz.
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6 CONCLUSOES

A melhor metodologia para a preparacdo de lipossoma incorporando o DEET nas

proporc¢des 42 mM de PC e 8,4 mM de DEET (20% em relacdo a PC) foi a do pré-lipossoma.

A metodologia de andalise do DEET durante o processo de inclusdo por

espectrofotometria UV/VIS se mostrou adequada e de facil aplicag&o.

A metodologia de analise do DEET na formulagdo gel de Natrosol® com lipossomas

contendo DEET se mostrou adequada, especifica, linear, precisa e exata.

Foi verificado que a preparagio FORMULA 4, gel de Natrosol® com lipossoma 252
mM contendo DEET a 20% mostrou atividade repelente em testes de eficacia com mosquitos

Aedes aegypti ce Rockfeller no periodo de 12 horas.

O DEET em lipossoma mostrou prolongamento da acdo repelente em teste

comparativo com uma formulagdo comercial.
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7 PERSPECTIVAS

Seré dada continuidade ao trabalho de pesquisa procurando seguir as seguintes etapas:
o Analisar os parametros de “otimizacdo” do metodo de analise do DEET na preparacao
com vistas a uma possivel validacdo da metodologia analitica por CLAE.
o Realizar estudos de biodisponibilidade in vitro para esclarecer o processo de absor¢édo

reduzida do principio-ativo veiculado em lipossomas.

o Verificar se a toxicidade e a permeagdo diminuem com o uso do lipossoma na
formulacao
o Realizar os testes de eficdcia com um nimero maior de voluntéarios para esclarecer o

estudo comparativo entre as duas formulacdes testadas.
o Verificar se a preparagdo com concentragdes menores de DEET tém a mesma agao

repelente nos testes in vivo com voluntarios.
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| - DESCRICAO DO PROJETO:

Este projeto propde testar uma preparacéo de lipossomas contendo
produto repelente ja disponivel no mercado, veiculada em gel para aplicacédo
sobre a pele. Esta preparacdo sera comparada com uma preparacao em gel,
contendo o0 mesmo produto repelente, através de teste de eficacia e
persisténcia. Neste, as preparacbes em estudo serdo aplicadas nos
antebracos de voluntarios que logo apdés os oferecerdo a um grupo de
mosquitos fémea, confinados em gaiolas.

Os repelentes agem por evaporacdo, em pequenas quantidades,
criando um microambiente na area onde foram aplicados, impedindo a
aproximacdo dos insetos hemato6fagos, que sédo atraidos pelo calor da pele e
pelo odor de algumas substancias exaladas pelo tecido cutaneo. A maioria dos
repelentes € dissolvida em um liquido diluente (em geral, alcool) e aplicada na
forma de spray sobre a area a ser protegida, pele ou roupa.

O repelente a ser usado, N,N-dietil-m-toluamida, mais conhecido
pela sigla DEET, vem sendo empregado ha varios anos como repelente, sendo
encontrado no mercado sob as mais variadas formas de uso topico (solucdes
alcoolicas, cremes, géis, microemulsdes etc). O tempo de protecdo que cada
formulacdo confere é diretamente proporcional & concentracdo do principio
ativo.

Em estudos duplo-cego, realizados com voluntarios das Forcas
Armadas dos Estados Unidos da América, formulacdes de DEET (bem como
de permetrina) demonstraram ser de alta eficAcia quando aplicados a
voluntarios (YOUNG, 1998).

No presente projeto, o objetivo final é a definicho de uma
formulacdo, baseada no uso de lipossomas como veiculo carreador do
repelente, que aumente o tempo de prote¢do contra picadas, em relacdo as
formulagbes em gel existentes no mercado. Pretende-se que esta formulacao
repelente seja utilizada pelo efetivo das Forcas Armadas em regides de maior
incidéncia de doencas e de elevados indices de infestacdo por insetos vetores
(areas de assentamento e de extrativismo). Vale lembrar que muitas doencas
parasitarias estdo presentes no Brasil. Por exemplo, de acordo com dados do

Ministério da Saude, ocorreram 186.000 casos de malaria na Amazonia Legal



entre janeiro e julho de 2002 e cerca de 800 mil casos de dengue no territorio
nacional no ano de 2002 (fonte: http:/www.funasa.gov.br).

Os lipossomas séo estruturas microscopicas consistindo de uma ou
mais bicamadas lipidicas concéntricas circundando o0s compartimentos
aquosos, dentro do qual substancias ativas hidrossoliveis podem ser
aprisionadas.  Substancias lipofilicas também podem ser incorporadas,
permanecendo no interior da membrana lipidica. As vesiculas se formam
quando esses lipidios sao dispersos em meio aquoso. A forma e o tamanho
dos lipossomas dependem do meétodo de preparacdo, da composicdo de
lipidios, da forca ibnica do meio e do pH (ANSEL, 1999).

As preparagfes que contém lipossomas, devido a sua similaridade
com a composicdo da membrana plasmatica das células, sdo comumente
empregadas como veiculo para incorporar substancias que terdo seu local de
acdo em regides especificas do nosso organismo. No campo da dermatologia,
os lipossomas tém sido bastante aceitos, por permitirem que a substancia ativa
fique retida nas camadas mais superficiais da pele, ndo havendo absor¢ao para
as camadas mais profundas. Exemplo da sua aplicacdo € o uso de filtros
solares, que ficam retidos, por tempo prolongado, no estrato cérneo (a camada
mais externa da pele), proporcionando maior prote¢cdo contra os raios solares.

Esta sendo desenvolvida, no Laboratério LabCQ da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), uma preparacao
de lipossomas que tem por finalidade servir de veiculo para o repelente de
insetos DEET. Os lipossomas ja foram obtidos e incorporados a substancia
repelente e estdo sendo usados para a preparacdo de uma formulagdo, na
forma farmacéutica em gel, que devera ser aplicada sobre a pele. Pretende-se
que esta formulacdo, a exemplo dos filtros solares, permaneca no estrato
corneo, conferindo protecdo contra a aproximacdo de mosquitos hematoéfagos.
Vale ressaltar que o repelente usado para os testes desta nova formulagao,
DEET, € uma substancia de consagrada utilizacdo desde 1950, tendo sido
estudada nos aspectos de estabilidade, toxicidade, concentracdo eficaz e

testes in vivo e in vitro.

Atividades: A tecnologia de manipulacdo da preparacéo

desenvolvida no LabCQ ja foi definida e a andlise do principio ativo (DEET) ja



foi efetuada. O material esta pronto para teste em voluntarios, por meio de
aplicacdo nos antebracos e exposicdo a fémeas adultas do mosquito Aedes
aegypti. Ser4d usada a cepa Rockefeller, referéncia internacional de
susceptibilidade a inseticidas, mantida ha décadas em laboratério, e livre de
qualquer agente patogénico. Serd testado um numero minimo de seis
voluntarios. A formulacdo que se quer testar (lipossomas + DEET, formulacdo
em gel) serd comparada com outra formulagdo comercial do LQFEXx contendo o
mesmo principio ativo (DEET em gel). Serdo usados, como controles,
formulacbes em gel (com e sem lipossomas) sem o repelente. Para cada
voluntario, a area do antebraco onde as formulacfes terdo sido aplicadas sera
exposta durante periodos de 15 minutos a gaiolas contendo 20 mosquitos, a
intervalos regulares, de trés horas, até seis horas e depois de hora em hora,
até nove horas depois da aplicacdo. Apenas uma formulacédo sera aplicada em
cada antebraco de cada vez. Cada antebraco recebera uma formulacéo
diferente (controle ou experimental). Detalhes da metodologia de aplicacéo,
exposicao e avaliacdo estdo na secao pertinente.

Resultados esperados: Estdo disponiveis no comércio varias
preparacdes que utilizam o DEET como principio ativo, na forma de cremes,
géis ou solucdes (por exemplo: OFF®, AUTAN®). Espera-se que a formulacéo
aqui desenvolvida (contendo formulacdo em gel de DEET encapsulado em
lipossomas) apresente um tempo de protecdo mais prolongado que aquele da
preparacdo comercial (usada para comparacao), que consiste de formulacéo
de DEET em gel.

Il - DESCRICAO DA SITUACAO, DO PROBLEMA E DA POPULAGCAO-ALVO

As doencas transmitidas por insetos sdo um problema de salde
publica em varios paises, principalmente aqueles localizados na Regido
Tropical. No Brasil, as arboviroses e parasitoses continuam a emergir em
regides endémicas, com alguns episodios epidémicos que tém merecido, por
parte do Ministério da Saude, programas especificos para controle, como é o
caso da dengue, ou da malaria.



O Exército Brasileiro encontra-se distribuido em todo o territorio
nacional, em localidades onde € comum a infeccdo por agentes etioldgicos de
doencas transmitidas por insetos, e mesmo em regides endémicas de outros
paises, como é o caso de militares que fazem parte das Missdes de Paz da
Organizacao das Nacbes Unidas. Adicionalmente, varias sao as situacoes de
emprego das Forcas Armadas em que se faz necessario expor o militar as
doencas transmitidas por insetos hematofagos. As acdes de controle de
insetos vetores, através do uso de inseticidas, larvicidas ou reguladores do
desenvolvimento de insetos, nem sempre sdo viaveis. Nestes casos, a
utilizacao de repelentes de insetos pode ser uma alternativa pratica e eficiente,
contribuindo para minimizar as picadas por insetos hematofagos, vetores, e
consequentemente, o risco de infecgéo.

As campanhas contra o Aedes aegypti tém conseguido reduzir os
casos de dengue. O mesmo ndo tem acontecido com tanta eficiéncia, porém,
com a maléria no pais: os principais vetores desta doenca, 0s mosquitos
anofelinos, vivem em ambientes de florestas, o que dificulta a aplicacdo de
técnicas de controle de insetos transmissores que sejam ao mesmo tempo
eficazes e seguras, ndo agredindo o meio ambiente, inclusive outras espécies
existentes nessas regidbes. Nestes locais, recomenda-se a aplicacdo de
algumas medidas de protecéo, por exemplo, evitar o contato com 0 mosquito
(mediante o emprego de telas nas portas e janelas das residéncias) ou borrifar
inseticidas nas paredes das casas.

Os repelentes de uso tépico ou para aplicacdo em tecidos sdo os
métodos de protecdo pessoal mais empregados contra picadas de insetos e,
conseqguentemente, para eventual prevencdo de doencas transmitidas por
vetores (YOUNG, 1998).

As formulagbes com DEET tém sido citadas na literatura como os
mais eficazes e estudados repelentes das ultimas décadas e, quando usados
apropriadamente, sdo bastante seguros. Os eventuais efeitos colaterais,
funcdo de absorcdo transdérmica da substancia ativa, estdo na dependéncia
da extensdo da &rea a proteger e da quantidade de aplicagbes efetuadas (QIU
1998). Vaérias formulacbes ja sao comercializadas, entre elas AUTAN
CLASSIC®, AUTAN® SENSITIV®, JOHNSON'S BABY®, OFF®, SUPER



REPELEX® e EXPOSIS®, apresentando concentracdes variadas, que chegam
a 50% do principio ativo.

Em documento emitido pela Diretoria de Saude do Exército
Brasileiro, que contém os dados de Doencas de Notificagdo Compulsoria, ha
registro de 560 casos de malaria por Plasmodium vivax, 127 casos de malaria
por Plasmodium falciparum, 119 casos de leishmaniose, 1.811 casos de
dengue, trés casos de febre amarela e dois casos de filariose, no ambito das
doze Regibes Militares no ano de 2002. No ano de 2003, até o més de agosto,
ja haviam sido notificados 359 casos de malaria por P. vivax, 136 casos de
malaria por P. falciparum, 112 casos de leishmaniose, 625 casos de dengue,
um caso de filariose e um caso de oncocercose nas mesmas Regides Militares,
0 que justifica nossa preocupacdo com a adocdo de medidas preventivas
contra estas doencas. Os recentes casos de malaria, contraida por militares
gue regressam de missdes em regides de clima tropical, como Angola e Timor
Leste, sdo outros exemplos da preocupacédo com o efetivo empregado nestas

missdes.

Il - ANTECEDENTES DO PROJETO

O Laboratorio Quimico Farmacéutico do Exército (LQFEx ) sempre
esteve envolvido com a producdo de repelentes e sua distribuicdo, para
utilizacao pela tropa, em situacdes de adestramento (Servico Militar, Curso de
Operagbes nas Selvas, Curso de Comandos etc) ou para emprego em
atividades efetivas, como nas Missdes de Paz em Angola e no Timor Leste.
Estas medidas de protecdo tém sido adotadas em funcédo da dificuldade de
operacionalizacdo de uma politica de salude preventiva, por parte das
autoridades sanitarias, em muitas localidades onde o pessoal militar esta
sediado.

Recentemente o LQFEX, em parceria com o IBEX, desenvolveu um
repelente para impregnacdo de uniformes militares que vem surtindo um bom
efeito.  Esta preparagdo, entretanto, ndo pode ser aplicada em areas
descobertas, ou seja, sobre a pele. Neste sentido, o objetivo final do presente

projeto € testar uma formulacéo de uso topico, com tempo de acéo prolongado,



para aplicacdo nos militares, reduzindo os custos com a promoc¢ao de saude do
efetivo das Forgcas Armadas.

Os lipossomas, sistemas de liberagdo de ativos que pretendemos
testar como base de uma nova formulacdo de repelente, provavelmente
exercem suas funcdes a partir da erupcéo na superficie da pele e da formacéo
de uma camada oclusiva de lipidios na superficie da epiderme. Os lipossomas
podem ter ainda vantagens secundarias, como impedir a degradacdo da
substancia ativa pelo processo de oxidacao.

IV - DESCRICAO DA(S) INSTITUICAO(OES)

O Laboratério Quimico Farmacéutico do Exército foi durante
décadas o mais importante centro irradiador de cultura e pesquisa das ciéncias
farmacéuticas, tornando-se merecedor de varios diplomas e medalhas,
conquistados desde 1875. Além de suprir as Organizacdes Militares do
Exército em todo o territério nacional em varios aspectos, tem notavel
participacdo, ao longo de sua existéncia, com o fornecimento de medicamentos
e material de uso médico em missdes no exterior, como nas Guerras da
Triplice Alianga, | e Il Guerras Mundiais e nas forcas de Paz da ONU e OEA
(Suez, Mocambique, Angola, Timor Leste e SGo Domingos).

O Laboratério de Controle de Qualidade de Farmacos e
Medicamentos (LabCQ) pertence ao Departamento de Medicamentos, da
Faculdade de Farmacia da UFRJ. O corpo docente participa ativamente do
ensino e da orientacdo de alunos de graduacado, dentre outros, em Farmacia e
Habilitacdo Farmacéutico Industrial, pés-graduacéo latu-sensu e stricto sensu,
conjugando-os com atividades de pesquisa e extensdo. O LabCQ foi
oficializado em 1999 (Portaria 01, BUFRJ 02, de 25/02/1999) com projeto de
vinculagdo a REBLAS, cadastrado sob nimero 577 / 1999 na Sub-Reitoria de
Desenvolvimento e Extenséo (SR-5).

O presente estudo faz parte do projeto de Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas do Ten Cel Farm Marcio Costa Miranda, inserido no Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — Area de Concentracao:

Incorporacao de Substancias Ativas em Lipossomas. Este trabalho conta com
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o apoio do Laboratério de Controle de Qualidade — LabCQ da Faculdade de
Farméacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro e do Laboratério de
Entomologia do Instituto de Biologia do Exército (IBEx), coordenado por
pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz, onde os ensaios de repeléncia

serao executados.

V - OBJETIVO GERAL DO PROJETO PROPOSTO

Desenvolvimento de formulagcdo de DEET, em lipossomas, para uso
como repelente de insetos, com vistas a ser empregada no efetivo das Forcas
Armadas e, eventualmente, em segmentos da sociedade civil, como uma

alternativa para evitar a propagacao de doencas transmitidas por insetos.

VI - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1 - Incluir a substancia repelente em lipossomas, avaliando
a melhor propor¢cdo de inclusdo da substancia repelente em relacdo ao
fosfolipidio empregado, a fosfatidilcolina.

Resultado esperado — Este objetivo ja foi atingido no LabCQ -
UFRJ. A melhor proporcao de incorporacao do DEET foi de 20%. Em relacéo a
fosfatidilcolina.

Objetivo 2 - Estudar o tempo de repeléncia obtido com a formulagéo
desenvolvida, contendo lipossoma, com a finalidade de contribuir para a oferta
de um produto que tenha o seu tempo de ac¢éo prolongado.

Resultado esperado — O tempo médio das preparagbes sem
lipossoma existentes no mercado é de 4-6 horas e, por isso, ha necessidade de
reaplicacOes periddicas. Espera-se que a preparacao lipossoma + DEET tenha

o tempo de acado superior aquele apresentado pelos produtos comerciais.

Objetivo 3 - Comparar, através de testes de repeléncia “in vivo”,
com voluntarios, a eficacia da formulacdo desenvolvida com aquela de um

repelente comercial, contendo o mesmo principio ativo.
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Resultado esperado — Validacdo do produto formulado no ambito
deste projeto, como repelente estavel e adequado a utilizagéo pelo efetivo das

Forgcas Armadas em missdes e treinamento em campo.

VIII - PLANO DE IMPLEMENTACAO

OBJETIVO ATIVIDADES PERIODO
NUMERO
1 CONCENTRAGCAO DO ATIVO 4 meses
2 TESTE DE EFICACIA E PERSISTENCIA 4 meses
3 COMPARACAO DA FORMULACAO DESENVOLVIDA 4 meses
COM PRODUTO COMERCIAL

IX — PARAMETROS AVALIADOS

A quantificacdo do teor do principio ativo (DEET) no lipossoma e a
verificacdo de formacéo de vesiculas ja foram analisadas, respectivamente, por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) e por contagem de vesiculas por
espectroscopia de espalhamento da luz laser e em imagens geradas por
microscopia eletrénica de transmissdo, na UFRJ. Estes parametros ja foram
objeto de avaliacdo por pesquisadores daquela Instituicdo e portanto, ndo
serdo novamente abordados no presente projeto.

A avaliacdo da eficacia e da persisténcia da preparacédo
desenvolvida serd realizada através de testes comparativos, pareados, em
voluntarios sadios, entre a formulacdo experimental e um produto comercial.
Serado usados culicideos mantidos em laboratério ha varias décadas, livres de
infeccd@o, da espécie Aedes aegypti, cepa Rockefeller, susceptivel a inseticidas.
Os dados obtidos com o0s ensaios serdo submetidos ao teste estatistico de

Wilcoxon, ndo paramétrico, para a comparacdo de dados pareados.
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X — MATERIAIS E METODOS

Para avaliar a eficacia dos produtos, sera feito um teste pratico de
repeléncia com Aedes aegypti, cepa Rockefeller. Esta cepa foi originalmente
estabelecida no Rockefeller Institute (Nova York, NY) por D. W. Jenkins em
1959 e tem sido usada por laboratérios de todo o mundo como cepa de
referéncia para fecundidade, vigor, uniformidade e susceptibilidade a
inseticidas. Serdo usados 0s mosquitos criados no Laboratério de Entomologia
do Instituto de Biologia do Exército (IBEx), bem como suas instalacbes. Os
ensaios contardo com apoio da equipe que la trabalha, formada por
pesquisadores da Fiocruz, em convénio com o IBEX.

Para os testes serdo usados pelo menos seis voluntarios sadios,
apos esclarecimento em relacdo ao experimento executado e assinatura de
termo de consentimento livre e esclarecido.

Em cada voluntario serdo testadas quatro formula¢des, como segue:

1) Controle com gel.

2) Controle com lipossomas em gel.

3) Formulacédo comercial de DEET em gel.

4) Formulacao experimental de DEET/lipossoma em gel.

Serdo testadas, de cada vez, duas formulagbes, em dois dias
diferentes. Apenas uma formulacdo sera testada em cada antebraco a cada
vez. O braco esquerdo receberd sempre uma das formulacdes-controle e o
braco direito, uma das formulagdes contendo o repelente.

Antes da aplicacdo das formulagdes, proceder-se-4 a lavagem de
todo o antebraco com agua e sabdo, seguida de secagem completa. As
formulacdes serdo aplicadas em area de 4 X 4 cm, previamente delimitada com
fitas adesivas. A quantidade de cada formulagdo serd pesada em balanca
analitica e espalhada na area delimitada com espatula de madeira. Os testes
se iniciardo 15 minutos depois da aplicacdo, para garantir a secagem completa
das formulacdes aplicadas.

Os testes de repeléncia serdo feitos em diferentes momentos apoés a
aplicacdo: 0 h (na prética, 15 minutos depois da aplicacao), 3h, 6h, 7h, 8h e 9h.

Estes tempos foram escolhidos de forma a atender a dois critérios:
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1) Exposicdo dos voluntarios ao menor nuamero possivel de
Culicideos.

2) Cobertura do periodo de repeléncia indicado para o produto
comercial (de quatro a seis horas), com margem para avaliacao
de eventual extensdo do periodo de protecéo.

Em todos os testes de repeléncia, para cada um dos pontos
experimentais (0, 3, 6, 7, 8 e 9h), serd fixada uma caixa acrilica em cada um
dos antebracgos, contendo 20 mosquitos adultos fémea. O tamanho e a forma
das caixas acrilicas estdo indicados na Figura 1: estas caixas, construidas de
acordo com o manual da ASTM E 951 — 94 (Re-aprovado em 2000) s&o
teladas em uma das faces e apresentam, na face oposta, duas aberturas
distintas, de 2,9 cm de diametro cada. Em cada caixa, apenas uma das
aberturas sera utilizada, de forma a expor aos mosquitos a area do antebraco
contendo a formulacdo. Em cada ponto experimental, os mosquitos ficardo
expostos as formula¢des por 15 minutos.

Serdo usadas fémeas adultas de trés a sete dias de idade, néo
alimentadas com sangue e submetidas, antes do teste, a um jejum de agua
acucarada de 15-24 horas. Este procedimento, necessario para induzir e
normalizar a avidez das fémeas pelo repasto sanguineo, é utilizado
rotineiramente no laboratério para alimentacdo das fémeas de culicideos,
durante a manutencao das col6nias.

Em cada ponto experimental serdo usados mosquitos diferentes, ou
seja, cada mosquito sera usado apenas uma vez. Ao final da exposicéo, sera
contado 0 numero de mosquitos que realizou o repasto, através da observacao
de seus abdomens. Em caso de duvida, proceder-se-4 a disseccao, para
confirmacdo. Outros parametros, como numero de picadas ou namero de
vezes gue 0S mosquitos pousam, ou ainda, tempo de cada picada ou tempo
entre uma picada e outra foram descartados: alguns séo subjetivos; outros, de
avaliacao dificil, principalmente com 20 mosquitos de cada vez; outros ainda
estariam sujeitos a ruidos experimentais, como seria 0 caso de quantificacédo
do numero de picadas (cada mosquito poderia picar mais de uma vez e,
dependendo da quantidade de sangue ingerida a cada vez, sua avidez estaria

modificada, ocasionando falta de homogeneidade entre 0s mosquitos).
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Os resultados obtidos serdo submetidos ao teste ndo paramétrico,
pareado, de Wilcoxon que avaliard, para cada voluntario, a diferenca entre o
nimero de mosquitos alimentados em cada condi¢cdo. Inicialmente serdo
comparadas as duas formulagdes-controle. Se nao houver diferencas
significativas entre estas, os dados obtidos para os controles (itens 1 e 2,
acima) serdo tratados em conjunto e comparados com cada uma das
formulacbes contendo o repelente (itens 3 e 4). Em caso de diferencas
significativas entre os controles, serdo feitas apenas comparacgdes entre cada
formulacdo contendo o repelente e seu controle especifico (itens 1 X 3 e itens 2
X 4).

(b E 951

| —18cm

Figura 1 - Esquema indicativo da estrutura da caixa acrilica usada para exposicao do

antebraco de voluntarios aos Culicideos.

Xl — RESULTADOS E CONCLUSOES ESPERADAS

Com estes testes pretende-se definir se a formulacdo repelente
desenvolvida no ambito deste projeto, contendo lipossomas, é efetiva por mais
tempo que a formulacdo comercial e, em conseqiéncia, adequada a utilizacao

no efetivo das Forcas Armadas.
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Xl — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Serado selecionados pelo menos seis voluntarios sadios, de ambos
0S sexos; com idade de 18 a 50 anos, com adequada relagdo peso-altura, sem
histérico de doenca de pele, sem lesdes cutaneas no antebraco que possam
interferir com os resultados do estudo e capazes de fornecer seu

consentimento livre e esclarecido (Alberti et al., 2001).

Critérios de incluséo

Voluntérios sadios

Idade entre 18 e 50 anos

Peso em um limite de + 10% do peso considerado normal, levando-se em
consideracao a altura e estrutura fisica

Consentimento pés-informacgéo (por escrito) para participacdo voluntaria no
estudo

Os voluntarios sadios serdo recrutados entre os integrantes do Exército

Brasileiro que pertengcam ao sistema de SAMMED/FUSEX.
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Os voluntarios preencherdo um Formulario de Cadastro, com as

seguintes informacdes basicas:

Voluntério n%:
Nome:
Idade:

Sexo: UF [OM

Telefone para contato:

Cor da pele: [0 branca [] parda [1 negra [ outra

Ja teve algum problema de pele?

Preferéncia em relacdo ao dia e hora para o experimento:

ESPACO RESERVADO PARA O PESQUISADOR CLINICO:

Exame dermatoldgico:

ObservagOes complementares:

Data:

Assinatura e carimbo

Estas informacfes serdo necessarias para a avaliacdo do
investigador clinico e a liberacdo do voluntario para o Estudo de Repeléncia
das Formulagdes para Uso Topico contendo DEET.
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Critérios de excluséo
v Hipersensibilidade ao DEET

v Voluntarios com histérico de doenca de pele ou lesdo cutanea no antebraco

Critérios de excluséo durante o estudo
v' lIrritagdo, sensacdo de ardéncia, dermatite de contato associada a aplicacéo
da preparacdo com DEET.

Os procedimentos a serem adotados para controle ou tratamento
dos eventos adversos, compreendem:

v' Em caso de evento adverso, ao voluntario sera prestado atendimento de
emergéncia pelo Posto Médico do Instituto de Biologia do Exército.

v" Em caso de eventos adversos sérios (graves) o clinico do Posto de
Saude do Instituto de Biologia do Exército encaminhard para o Hospital
de Guarnicdo da Vila Militar, que prestar4d atendimento, conforme
declaracdo anexa.

v" Os voluntéarios retirados do estudo por causa de um evento adverso
serdo acompanhados até que os desdobramentos finais sejam
determinados.

v" Os voluntarios terdo esclarecidas todas as duvidas restantes, e caso
concordem, assinardo o Termo de Consentimento para participacdo no

estudo.
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Alguns procedimentos a serem seguidos - adequacao as condicdes
estabelecidas pelo FDA/CDER (FDA/CDER-GTDDP,1998):

v Quinze minutos antes do experimento, 0os antebracos do voluntario
serdo lavados com agua corrente e sabonete neutro.

v O antebrago serd coberto com um material resistente a picada de
insetos, tendo uma area pré-estabelecida para o acesso das fémeas dos
mosquitos.

v A formulacdo sera aplicada na area demarcada, com auxilio de uma
espatula de madeira, de modo uniforme quanto a distribuicdo e
quantidade (6,25 mg/cm?). A cada vez, serdo aplicadas duas
formulacbes em cada voluntario, uma em cada antebraco, para a
realizacdo de testes comparativos.

v' As areas de cada antebraco serdo expostas aos mosquitos por periodos
de 15 minutos a intervalos de trés horas até seis horas e,

posteriormente, de hora em hora, até um total de nove horas.

O voluntério participante do estudo deve se comprometer a:

v' Estar disponivel durante aproximadamente 12 horas, a cada trés dias
alternados, por um intervalo de 15 a 30 dias, marcados de acordo com a
conveniéncia dos pesquisadores e voluntarios. O experimento sera
realizado no Laboratério Entomologia do Instituto de Biologia do Exército
(IBEX).

v' Ndo usar hidratante, perfume ou qualquer outro cosmético ou

medicamento na regido dos antebracos 24 horas antes do experimento.

Xlll — CURRICULUM VITAE DOS PESQUISADORES (anexo)
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ORIENTA(;AO FORNECIDA AOS VOLUNTARIOS PARA TESTES FEITOS
COM LIPOSSOMA CONTENDO REPELENTE
OBJETIVO
O presente estudo visa coletar resultados referentes a protecédo dos
voluntarios contra picadas de insetos, utilizando-se para estas medidas a
aplicacdo de uma preparacdo em gel contendo lipossomas com substancia
repelente, o DEET.

METODOLOGIA

Cada voluntario receberd em cada um dos bracgos, na regido do
antebraco, a aplicagcédo de 1) uma preparacgéo controle contendo apenas gel; 2)
uma preparacao controle em gel com lipossoma; 3) uma preparacao comercial
em gel contendo a substancia repelente (DEET) ou 4) uma preparacao
experimental em gel contendo o lipossoma e a substancia repelente (DEET).
Foi estabelecida como &rea de aplicacéo a regido interna do antebraco.

Cada antebracgo recebera apenas uma formulacdo por vez. Como
os dois antebracos serdo usados e quatro formulaces serdo testadas, sera
necessario o comparecimento de cada voluntario pelo menos duas vezes.
Visitas adicionais serédo solicitadas em caso de necessidade de repeticdo de
algum ensaio.

As avaliacbes serdo efetuadas em ambiente climatizado, com
temperatura mantida em torno de 26° C e a umidade por volta de 80%.

Para otimizacdo dos resultados, é necessario seguir alguns critérios
agui estabelecidos:

e Comparecer, no dia e horario combinados para as aplicacbes e
medidas, no Laboratério de Entomologia do Instituto de Biologia do
Exército.

e Na&o utilizar nenhum cosmético a partir das 24 horas que antecedem o
ensaio.

e Fidelidade as regras estabelecidas neste estudo.

Obs: em caso de reacdo tardia ap0s o teste, fazer contato via telefone (TC Marcio):
- (21) 2281-1426 LQFEXx

- (21) 9294 3287 ou 8827 1775

- (21) 2564-7380 LabCQ
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu,

Identidade n° , estado civil :
Idade residente a rua

N° bairro telefone:

concordo em participar dos testes de eficacia e persisténcia de uma formulacéo
repelente de insetos. Estou ciente de que os efeitos que podem ser
desencadeados com os testes sédo irritagdo alérgica local, vermelhiddo e rash
cutaneo. Para tanto, autorizo a aplicagdo, nos antebracos, de gel ou gel
contendo lipossomas, com ou sem o repelente, seguida de exposicéo da area a
uma populacdo de mosquitos aprisionados em uma gaiola telada. Declaro
ainda ter sido esclarecido sobre todos os procedimentos e responsabilidades

envolvidos com o ensaio e que posso suspender o0s testes a qualquer instante.

Rio de Janeiro, de de 2005.

Assinatura do pesquisador Assinatura do voluntario
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TESTE DE EFICACIA
Nome do voluntario:
Ndmerodavisita (1) (20 () (4)
Data: Hora da chegada:
Hora da lavagem do antebraco: Hora de aplicacéo:
Aplicacédo antebraco esquerdo:
( ) controle com gel ( ) controle com lipossoma gel
Aplicacédo antebrago direito:
( ) gel comercial com DEET () lipossoma em gel com DEET

Observagoes:

Hora exposic¢éo:

Oh: até
3h: até
6h: até
7h: até
8h: até
9h: até
10h até
11h: até
12h: até

Observacoes:

braco/condicéo Tempo Oh | 3h | 6h | 7h | 8h | 9h | 10h | 11h | 12h

N expostos

E n alimentados

n picadas (*)

N eXpostos

D n alimentados

n picadas (*)

(*) quantificacdo opcional
(n) = nimero
Observagoes:



