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RESUMO

O desenvolvimento de formulagdes topicas contendo repelentes e inseticidas residuais
impregnados em tecidos tem sido um grande avango na prevencao de picadas de
insetos. A nanotecnologia pode ser usada para contornar as limitagdes da utilizagao de
farmacos na forma livre na area téxtil, como irritacdo da pele e duragdo do efeito. As
nanoparticulas lipidicas (NP), representadas pelos carreadores lipidicos
nanoestruturados, apresentam como uma vantagem a possibilidade de utilizar lipideos
liguidos com atividade repelente, potencializando o efeito desejado. O objetivo desse
trabalho foi desenvolver NP contendo repelentes de insetos e avaliar a permanéncia
deles em diferentes tecidos apds varias lavagens. As NP foram preparadas,
caracterizadas e posteriormente impregnadas nos tecidos através da imersdo dos
diferentes tecidos (algodéo e poliéster) em um becker contendo a suspensao de NP,
sob agitacdo. Apds a impregnacgdo, os tecidos foram submetidos a anadlise de
microscopia eletrénica de varredura. Estudos de permeacado cutanea in vitro foram
realizados utilizando células de difusdo de Franz. Os tecidos foram lavados por imersao
em agua com sabdo (1 vez) e agua (2 vezes), sob agitagdo. O conteudo de repelente
de insetos nos tecidos antes e apds as lavagens foi determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (detecgao por UV). As NP apresentaram tamanho de particula
nanométrico, distribuicdo monomodal e potencial zeta adequado. A concentragdo de
repelente nos tecidos apds a impregnacgao variou conforme o tipo de tecido e NP
impregnadas. As fotomicrografias mostraram a presenga das NP em ambos os tecidos.
As NP nao causaram a absorcao através da pele para ambos tecidos avaliados. Com
relacdo ao conteudo de repelente apos as lavagens, os tecidos contendo NP mostraram
maior tempo de permanéncia do que o tecido impregnado com o farmaco livre. Assim,
as NP contendo repelentes de insetos foram impregnadas com sucesso, permanecendo
apo6s varias lavagens nos diferentes tecidos, o que demonstra a potencialidade destes

sistemas como uma nova estratégia para aplicagao repelente.

Palavras-chave: Repelente de insetos, nanoparticulas lipidicas, tecidos, lavagens.






ABSTRACT
Impregnation of different fabrics types of clothing with permethrin nanoparticles for

action insect repellent long-term

The development of topical formulations containing repellents and residual insecticides
impregnated in fabrics has been a great advance in prevention of insect bites.
Nanotechnology can be used to circumvent the limitations of the use of drugs in free
form in the textile field, as skin irritation and duration of action. Lipid nanoparticles,
represented by nanostructured lipid carriers, present as an advantage the possibility of
using liquid lipids with repellent activity, potentiating the desired effect. The aim of this
study was to develop lipid nanoparticles containing insect repellent and to evaluate the
permanence of them in different fabrics after several washes. Lipid nanoparticles were
prepared, characterized and impregnated in fabrics by immersion of different pieces of
fabrics (cotton and polyester) in a becker containing an aqueous dispersion of
nanoparticles, under stirring. After the impregnation, the fabrics were submitted to a
scanning electron microscopy analysis. In vitro permeation studies were carried out
using the Franz diffusion cell system. The fabrics were washed by immersion in water
with soap once and water twice under stirring. The content of insect repellent in fabrics
before and after the washes was determined by high pressure liquid chromatography
(UV detection). Nanoparticles showed nanometric particle size, monomodal distribution
and appropriate zeta potential value. The concentration of repellent in fabrics after
impregnation varied depending on type of fabric and nanoparticles impregnated.
Photomicrographs showed no presence of the nanoparticles in both fabrics.
Nanoparticles impregnated showed no absorption through the skin to both fabrics
evaluated. Regarding the content of insect repellent after washes, the fabrics containing
nanoparticles show better retention than the fabric with free drug. Insect repellent-
loaded nanoparticles were successfully impregnated, remaining after several washes in

different fabrics which show these systems are promising as new repellent strategies.

Keywords: Insect repellent, lipid nanoparticles, fabric, impregnated, washes.
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1. INTRODUGAO







As doencas transmitidas por insetos acometem milhdes de pessoas em todo o
mundo, causando milhares de mortes. Mosquitos sao vetores de doencgas para cerca de
700 milhdes de habitantes ao ano, especialmente em paises tropicais e subtropicais
(WHO, 2011a). Aléem de serem vetores de doencgas infecciosas, insetos podem ser
causa de desconforto por suas picadas. Ha séculos, a humanidade busca maneiras de
prevenir as picadas de insetos por meio de praticas naturais e/ou artificiais, na tentativa
de evitar algumas doencas e também suas incbmodas picadas (COMMITEE, 2005;
SORGE et al., 2007). Considerando que uma unica picada de um inseto contaminado
pode provocar doencas e que vacinas e quimioprofilaxia ndo estdo ainda disponiveis
para todos os casos, passa a ter importancia o uso de repelentes (FARDIN, 2002).
Desta forma, um grande avancgo na protecao pessoal de alto risco (por exemplo, os
trabalhadores ao ar livre, os viajantes e os soldados) tem sido o desenvolvimento de
formulagdes repelentes tépicas e inseticidas residuais que podem ser impregnadas em
roupas, tendas e redes (WHO, 2001a, b).

As formulagdes tépicas sao dividas em dois tipos de repelentes de insetos, os
sintéticos e os naturais (CATMAT, 2005). Os repelentes sintéticos apresentam alguns
efeitos adversos, tais como irritacdo dérmica, urticaria, dermatite de contato, entre
outros que tém ocasionado a procura por outras alternativas. Por isso, repelentes
naturais como oOleos essenciais tém sido empregados para repelir insetos (DE PAULA
et al.,, 2003; TRABOULSI et al., 2005). Uma infinidade de plantas tem sido testada
como fontes potenciais para o desenvolvimento de repelentes. Dentre os varios 6leos
essenciais relatados na literatura, o 6leo de citronela é o que mais se destaca, sendo a
substancia mais presente em formulagdes repelentes de insetos (BROWN e HERBERT,
1997). O dleo de citronela € extraido da planta Cymbopogon nardus e tem demonstrado
boa eficacia contra os insetos, sendo utilizado sozinho ou em associagdo com outros

repelentes (naturais ou sintéticos) (FRADIN, 1998).

Apesar dos repelentes aplicados sobre a pele apresentarem eficacia, eles
possuem algumas desvantagens como a necessidade de extensas e frequentes

aplicagdes e irritacdo da pele (SCHRECK et al., 1984). Devido a isso, tem ganhado
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destaque a impregnacédo de inseticida em tecidos. Por exemplo, mosquiteiros com
aplicacao de inseticidas sao indicados na protecdo noturna de adultos e criangas e na
protecao diurna de lactentes jovens (WHO, 2010b). Tendas tratadas com inseticidas
sdo altamente eficazes, seguras, duradouras e de acesso relativamente facil
(COMMITEE, 2005). Além disso, repelentes aplicados em roupas, conferem protecao

prolongada e diminuigdo do uso topico dessas substancias.

Alguns estudos tém utilizado a permetrina para impregnag¢ao em tecidos, devido
a sua atividade repelente e inseticida altamente eficazes (ASILLIAN et al., 2002; ROMI
et al., 2005; FAULDE, 2006a e b; APPEL et al., 2008; ROSSBACH et al., 2010). A
permetrina € um piretroide sintético derivado de piretrinas naturais (derivados da flor do
Chrysanthemum cinerariifolium) por modificagdo estrutural (FRADIN, 1998). A
permetrina age através do contato direto com o inseto, sendo altamente neurotéxico
para esses insetos (ROSSBACH et al., 2010).

A utilizagao da permetrina apresenta diversas vantagens, como por exemplo, um
elevado nivel de poténcia contra uma ampla variedade de insetos vetores e carrapatos
(BROWN e HERBERT et al., 1997; FAULDE, 2003), multiplos efeitos repelentes e
toxicolégicos sobre artrépodes (FAULDE, 2003; MUSTAPHA et al., 2008; ROSSBACH
et al., 2010), rapida reatividade (FAULDE, 2003), excelente fotoestabilidade (FAULDE,
2003), resisténcia ao intemperismo (FAULDE, 2003; MUSTAPHA et al., 2008) e baixa
toxicidade a mamiferos (BROWN e HERBERT et al.,1997; FAULDE, 2003; APPEL et
al., 2008). Porém, a aplicagado da permetrina em roupas é mais efetiva do que na pele,
porque ela é pobremente absorvida pela pele (BROWN e HERBERT et al.,, 1997,
FRADIN, 1998). Devido a isso, a permetrina tem sido utilizada como repelente na
impregnacao de roupas e tecidos devido a sua repeléncia e atividade residual (FRADIN,
1998; BROWN e HERBERT et al., 1997; FAULDE, 2006 a e b; APPEL et al., 2008;
ROSSBACH, et al., 2010). As roupas ou tecidos apresentam ampla aplicagao, como por
exemplo, em uniformes de combatentes das forcas armadas, mosquiteiros e turistas
para uso em areas endémicas, refugiados e populagdes ameagadas de doengas
causadas por insetos vetores (FAULDE, 2006 a e b; MIOT et al., 2008).
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A impregnagcdo da permetrina em roupas pode ser realizada por diversos
métodos, principalmente através pulverizacdo individual e imersdao em solugdes de
permetrina (APPEL et al., 2008; ROSSBACH et al., 2010). Porém, esses métodos de
impregnacado que utilizam as solugbes de permetrina implicam em problemas como
distribuicdo desigual do ativo, perda consideravel da atividade apds as lavagens e

exposicao do usuario pela solugao de tratamento (ROSSBACH et al., 2010).

A aplicacdo da nanotecnologia na industria téxtil ainda € muito recente. Ela tem
sido utilizada para proporcionar novas caracteristicas aos tecidos, como por exemplo,
antibactericida, hidratante e desodorizante (SIS, 2012). Mais recentemente, uma nova
caracteristica promissora que tem sido proposta é a impregnagao de repelentes de
insetos proporcionando ao tecido acido repelente. A partir da utilizacdo da
nanotecnologia na impregnacdo de tecidos é possivel contornar as limitagbes

existentes na utilizacdo de farmacos na forma livre, como curta duragéo de acgéao.

As nanoparticulas lipidicas solidas foram desenvolvidas no comecgo dos anos 90,
e sao derivadas de emulsdes O/A por simples substituicdo do 6leo por um lipideo
sélido, o qual permanece nesse estado sob a temperatura corporal (MULLER et al.,
2007). Estes sistemas, com diametro médio na faixa de 50 a 1000 nm, representam
uma alternativa aos lipossomas e as nanoparticulas poliméricas, pois contornam
desvantagens como uso de solvente organico e baixa estabilidade (WISSING et al.,
2004). Recentemente, a segunda geragdo de nanoparticulas lipidicas foi proposta,
sendo pelos carreadores lipidicos nanoestruturados, os quais foram desenvolvidos a
partir da mistura de um lipideo sdlido com um lipideo liquido, a qual também se
apresenta soélida a temperatura ambiente (MULLER et al., 2007). A vantagem desta
segunda geragcao é a maior capacidade de carga de ativos em comparagdo as
nanoparticulas lipidicas classicas devido a maiores imperfeicdes existentes na particula
e, ainda, a firme inclusdo do ativo dentro da matriz da particula durante periodos de
estocagem (STECOVA et al., 2007).
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Diversos materiais lipidicos podem ser empregados na preparagao de
nanoparticulas lipidicas. Entre os materiais lipidicos mais promissores estdo derivados
de frutas e as plantas oleaginosas extraidas da Floresta Amazdnica, pois fazem parte
da flora brasileira (ROSSO e MERCADANTE, 2007, COLOME et al., 2010). Além disso,
outros lipideos liquidos que podem ser incorporados ao material lipidico das
nanoparticulas potencializando a agcdo desejada, sdo 0os que possuem caracteristicas
de repelentes de insetos. Os lipideos liquidos que possuem essas caracteristicas sdo
inumeros, como por exemplo, 6leo de geranio (FRADIN, 1998; BURFIELD, 2005;
KARTZ et al., 2008; STEFANI et al., 2009), cinamomo (BROWN e HERBERT, 1997;
FRADIN, 1998), ¢leo de citronela (BROWN e HERBERT, 1997; FRADIN, 1998;
SAKULKU et al., 2009; STEFANI et al., 2009), soja (FRADIN, 2002; KARTZ et al., 2008;
STEFANI et al., 2009), neem (SHARMA et al., 1993; CHIO et al., 2008), entre outros.
Em um estudo desenvolvido anteriormente no nosso grupo de pesquisa, foi proposta
pela primeira vez a utilizacdo de lipideo ndo refinado natural, biodegradavel e
biocompativel — manteiga de cupuagu (Theobroma grandiflorum) para preparagéo de
nanoparticulas lipidicas. Os resultados demonstraram que a manteiga de cupuagu € um

componente alternativo e promissor para formulagées lipidicas (COLOME et al., 2010).

Considerando o exposto, o presente trabalho de dissertagdo esta centrado no
desenvolvimento inédito de nanoparticulas lipidicas contendo permetrina para
impregnacado em tecidos, visando aliar as vantagens das nanoparticulas lipidicas na
incorporagao de um repelente de insetos (permetrina). O racional da proposta é obter
nanoparticulas que proporcionem uma distribuigdo homogénea e maior permanéncia do
ativo no tecido apds varias lavagens. Além da utilizacado da permetrina, o presente
trabalho, visa também estudar a co-encapsulagcao de 6leo que também possua acao
repelente incorporado nas nanoparticulas lipidicas, como parte de seu material

estruturante.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver nanoparticulas lipidicas contendo permetrina e um 6leo com agéao
repelente e estudar sua impregnagao em diferentes tecidos, avaliando o tempo de

liberagédo e permanéncia do ativo nos tecidos apds varias lavagens.

2.1.Objetivos especificos

e Preparar nanoparticulas lipidicas contendo O6leo repelente de insetos e
permetrina através do método de homogeneizacgéao a alta pressao;

e Revestir as nanoparticulas lipidicas com polimero catidnico, visando estudar o
aumento da capacidade de impregnacao aos tecidos;

e Caracterizar as formulagbes determinando o didametro das particulas,
polidispersao, potencial zeta e teor de permetrina;

e Impregnar as nanoparticulas lipidicas revestidas ou ndo em tecidos com
diferentes caracteres de hidrofobicidade e hidrofilicidade e analisar sua
morfologia nesses tecidos;

¢ Impregnar as nanoparticulas em fios de algodéo que serdo utilizados para tecer
tecidos e analisar sua morfologia apds a tecelagem,;

o \Verificar a permeacgéo cutanea in vitro da permetrina contida nas formulagdes
impregnadas nos tecidos;

e Avaliar a cinética de liberagao e tempo de permanéncia da permetrina apds a
impregnacao das nanoparticulas contendo o repelente de inseto nos tecidos e no
fio de algodéo tecido.
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3.1. Repelente de insetos

As doencgas transmitidas por insetos acometem milhées de pessoas em todo o
mundo, causando milhares de mortes. Insetos sao vetores de doengas para cerca de
700 milhdes de habitantes ao ano, especialmente em paises tropicais e subtropicais
(FRADIN et al.,, 2002; WHO, 2011b). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude,
somente a dengue acomete 50 milhdes de pessoas no mundo anualmente, sé a titulo
de exemplo, nas Américas 890 mil casos foram reportados em 2007 (WHO, 2011a). Em
relacdo a malaria , 216 milhdes de casos foram relatados no mundo em 2010 (WHO,
2011a).

Além de serem vetores de doencgas infecciosas, insetos podem ser causa de
desconforto por suas picadas. Essas picadas podem causar efeitos locais, tais como,
irritacdo local, prurido, papulas, vesiculas, estrofilos, infeccdo secundaria local, dor,
desconforto, entre outros (STEFANI et al., 2009).

Sabe-se também que alguns fatores proporcionam uma notavel predisposigao
individual a picadas de insetos como as substancias exaladas pela pele (principalmente
pele suada), a presenca de eczema (aumenta 4 vezes a atragdo dos insetos), idade
adulta, sexo masculino, vestimentas escuras, calor, umidade e odor (CO,, acido latico,
suor e perfumes) exalados pela pele (BROWN e HEBERT, 1997; STEFANI et al., 2009).
Ha ainda fatores climaticos bem descritos, ou seja, em climas quentes e umidos, ha um
aumento na notificacdo de doencgas transmitidas por insetos, bem como alergias e
picadas (BROWN e HEBERT, 1997).

Devido a isso medidas para reduzir o impacto e tentar minimizar a predisposicao
para essas picadas sao importantes no esforco mundial de saude publica para proteger

0s pacientes e prevenir a propagag¢ao das doengas.

O uso de repelentes contra picada de mosquitos € uma das estratégias utilizadas
na prevencdo e reducdo da incidéncia de doengas transmitidas por mosquitos

(THAVARA et al., 2001). Em muitas circunstancias o uso de repelentes representa o
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unico artificio capaz de evitar a transmissado da doenca, visto que uma unica picada por

mosquito infectado é capaz de contaminar o individuo (FRADIN, 2002).

Dentre os varios repelentes existentes, pesquisas tém buscado o repelente ideal,
que deve apresentar determinadas caracteristicas como: possuir tempo prolongado de
acgao, ser eficaz frente a diversas espécies de artropodes, volatilidade suficiente para
manter a concentragcdo no ar proximo a pele, ndo permitindo que a substancia volatil
dissipe em pouco tempo, nao causar irritacdo a pele, mucosas ou apresentar toxicidade
sistémica, possuir odor agradavel e/ou ser inodoro e n&o causar danos a roupa
(BROWN e HEBERT, 1997). Infelizmente, até o momento nenhum repelente que

atende todos esses requisitos.

As medidas mais comumente empregadas de protegdo pessoal utilizando
repelente de insetos s&o o uso de repelente tépico, na forma de locdo ou creme, e a
aplicacao destes em vestimentas, cortinas e mosquiteiros, que possuem elevado poder
residual, com a intencdo de impedir que os insetos se aproximem ou pousem para
realizar repasto sanguineo (FRANCES, 1987; SCHECK, 1991; FRADIN, 1998).

3.2. Repelentes topicos

Os repelentes de aplicagao topica sao substancias empregadas para afastar ou
modificar o comportamento do inseto, impedindo-os de picarem. Eles atuam formando
sobre a pele uma camada de vapor com odor repulsivo aos insetos (BROWN e
HERBERT, 1997).

Em muitas circunstancias, a aplicacdo de repelente na pele pode ser a unica
alternativa para evitar a picada dos insetos. Levando em conta que uma unica picada
infectada pode resultar em transmissdo de doencga, é necessario escolher um repelente
que seja eficaz e, preferencialmente, possua efeito duradouro (FRADIN, 2002). Para o
repelente tépico ser considerado eficaz, varios parametros devem ser considerados

como frequéncia e uniformidade de aplicagdo, grau de volatilidade do ativo, absorgao
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pela pele, lavagem pelo suor, quantidade e espécie de inseto tentando picar e atragao
inerente do usuario (OLIVEIRA, 2008).

Existem citagcdes na literatura relatando quais caracteristicas ideais o repelente
topico especificamente deve possuir, sdo elas: ser eficiente contra diversas espécies,
proporcionar um tempo de protegao prolongado, ndo ser toxico, irritante ao homem,
nem ser plastificante (ndo aderir a pele dando um aspecto oclusivo), possuir odor pouco
perceptivel e ser resistente a abrasao e a agua (BROWN e HEBERT, 1997; FRADIN,
1998). Segundo Smith (1966) ndo existe um repelente ideal, pois nenhum candidato a
repelente é totalmente inodoro e, geralmente, os repelentes possuem relativa
substantividade, sendo dificiimente removidos da pele devido a sua natureza fisica

oleosa ou plastificante.

Diversos repelentes de insetos sdo usados popularmente e esses podem ser
divididos em duas categorias: os 6leos (volateis e fixos) derivados de plantas e as
substancias quimicas sintéticas. Dentre os derivados de plantas, podemos citar: éleo de
citronela, 6leo de andiroba, piretréides, dentre outros (MUSTAPHA et al., 2008). Os
repelentes de origem sintética mais comuns sdo: indalona, dimetilftalato (DMP),
hexanodiol , IR3535, RUTGERS 612, DEPA (dietil- fenilacetamida), picaridina e DEET
(MUSTAPHA et al., 2008).

Dentre os repelentes sintéticos, o mais utilizado é o N,N-dietil-3-metilbenzamida
(DEET). Esta substancia & geralmente considerada o “padrdo-ouro” dos repelentes,
pois apresenta uma eficacia comprovada, fornecendo uma prote¢ao duradoura por até
8 horas apos a aplicagcdo (FRADIN, 1998). Dogan e colaboradores (1999) mostraram
que o DEET né&o atua exatamente como um repelente, mas como um inibidor da
atracdo causada pelo acido latico presente na pele. E usado em formulacdes
comerciais em concentragdes que variam de 7 a 50% do ativo (THAVARA et al., 2001).
Embora esteja presente no mercado ha muitos anos, o DEET pode causar efeitos
toxicos. Thavara e colaboradores (2001) relataram casos de encefalites relacionadas ao

uso do DEET, principalmente em criangas. Por sua vez, Wright e colaboradores (1992)
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sugerem que o DEET possua algumas desvantagens em relagdo a toxicidade
reprodutiva e desenvolvimento em animais. Reagbdes adversas ocasionadas pelo uso
topico do DEET também sao relatadas, como irritagdo dérmica, urticaria e dermatite de
contato, relacionadas as altas doses utilizadas na pele. Devido ao seu carater lipofilico,
e facilmente absorvido pela pele (FRADIN, 1998 e 2002). Além disso, possui o
inconveniente de derreter plasticos causando deterioragdo de 6culos, pulseiras, reldgios
e causar danos as roupas sintéticas, devendo-se evitar o contato do produto com esses
materiais (FRADIN, 1998; TRONGTOKIT et al., 2005). Outros inconvenientes sao os
relatos dos consumidores em relagdo ao odor e a sensagéo desagradavel que o DEET
proporciona na pele (TRONGTOKIT et al., 2005).

Além do DEET, outros repelentes sintéticos apresentam reagdes alérgicas apos
aplicagao na pele como a picaridina e o DEPA (MUSTAPHA et al., 2008). Por sua vez,
o DMP causa irritacdo aos olhos e mucosas, além de ser facilmente absorvido
(MUSTAPHA et al., 2008).

Devido aos efeitos adversos apresentados na utilizagao de repelentes sintéticos,
tém-se buscado outras alternativas como, por exemplo, o uso de repelentes naturais
obtidos através de extratos de plantas, que assim como os sintéticos apresentam boa
atividade repelente.

Uma infinidade de plantas tem sido testada como fontes potenciais para o
desenvolvimento de repelentes. A grande maioria dos estudos avalia plantas
aromaticas e seus Oleos essenciais. A triagem de produtos repelentes de origem
botanica tem sido realizada a partir de extratos da planta inteira ou partes especificas
destas, como folha, frutos, flores, raiz e casca (SUKUMAR et al., 1991). As plantas por
conterem substancias que repelem insetos, como por exemplo, eucaliptol, citral, mentol
e citronelal, tém sido vistas como fontes promissoras de repelentes proporcionando a
prevencao de doengas transmitidas por insetos (YANG et al., 2005; MAIA e PARENTE,
2008).
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Os oleos essenciais das plantas sao misturas complexas de constituintes volateis
produzidos como metabdlitos secundarios em plantas que conferem aromas e sabores
caracteristicos (FAO, 1995). Apresentam viscosidade em geral pouco acentuada,
lipossolubilidade e em temperatura ambiente sdo altamente volateis, caracteristica que
os diferencia dos o6leos fixos. Geralmente esses 6leos s&o instaveis na presenca de luz,
calor, umidade, ar e metais (SIMOES et al., 1999).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais varia muito, incluindo
hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcool, cetona,
ésteres, éteres, aldeidos, lactonas, fendis e éteres de fenodis) (FAO, 1995). E comum
encontrarmos oOleos volateis contendo mais de 200 constituintes, sendo um
predominante e os demais aparecendo como elementos-tragos. Esses componentes,
mesmo apresentando apenas tragos, tém importancia fundamental nos aromas. Dos
constituintes predominantes nos 6leos esséncias se destacam os terpenos que séo
hidrocarbonetos responsaveis pela atividade repelente apresentada pelos O6leos
(IBRAHIM et al., 2001). Uma desvantagem que esses 6leos apresentam com relagao a
sua utilizacao é a falta de eficacia por longos periodos de tempo devido a presenga de

componentes relativamente volateis, necessitando de reaplicagdes frequentes.

Ha muitos relatos na literatura de diversos 6leos essenciais utilizados devido a
sua atividade repelente, tais como, alfazema, eucalipto, geranio, cravo, citronela,

manjericdo, andiroba, dentre outros.

Em um estudo realizado por Trongtokit e colaboradores (2005) avaliando a
atividade repelente de 38 6leos essenciais em diferentes concentragdes (10%, 50% e
nao diluido) demonstrou que o 6leo de cravo nao diluido dentre todos os testados, foi o
que apresentou a maior duragdo de repeléncia (100%) por 2-4 horas para as trés
espécies de insetos testadas (Culex quinquefasciatus, Anopheles dirus e Aedes
aegypti). Além disso, esse trabalho confirmou que com o aumento da concentragdo do
6leo ha um aumento do tempo atividade repelente em relacdo as trés espécies

testadas.
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No estudo onde 41 6leos essenciais foram avaliados quanto a sua atividade
repelente para diferentes espécies de insetos, os 6leos de citronela, geranio, eucalipto,
limdo e manjericado apresentaram uma atividade repelente de 100% em 4 horas de
exposicao e o 6leo de lavanda em torno de 86% no mesmo periodo para espécie Culex
quinquefasciatus. Para espécie Anopheles stephensi o 6leo de lavanda foi o unico que
apresentou a maior atividade repelente (80%) em 4 horas de exposi¢cdo. Ja para a
espécie Aedes aegypti, os 6leos que apresentaram maior atividade repelente foram os
de citronela, geranio e manjericdo em torno de 80% em 2 horas de exposicédo (AMER e
MEHLHORN, 2006).

Tawatsin e colaboradores (2001) realizaram um estudo que visou avaliar a
repeléncia de 6leos volateis em 3 diferentes espécies de mosquito (Aedes. aegypti —
vetor da dengue hemorragica, Anopheles dirus - vetor da malaria, Culex
quinquefasciatus Say - vetor da filariose). Nesse estudo foi demonstrado um efeito
prolongado de protegao dos oleos de citronela, agafrao e manjericao juntamente com a
adicao de 5% de vanilina como fixador, em que cada um teve o potencial de repelir as 3

espécies de insetos por até 8 horas.

Dentre os varios Oleos essenciais relatados na literatura o 6leo de citronela € o
que mais se destaca. Descoberto em 1901, por muitos anos utilizado em preparagdes
caseiras, hoje € uma das substancias mais presentes em formulagcbes repelentes de

insetos.
3.2.1.  Oleo de citronela

A citronela € uma planta do género Cymbopogon que compreende muitas
espécies aromaticas (Cymbopogon nardus e Cymbopogon winterianus) tipicas de
regides tropicais e temperadas. Existem duas espécies de citronela conforme a regiao
de procedéncia. Seus 6leos essenciais sdo parecidos em aroma € possuem as mesmas

indicagbes, sendo a diferenca entre eles o teor de citronelal do 6leo. O 6leo essencial
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com atividade repelente é retirado das folhas da planta, tendo como componentes
principais citronelal (32 a 45%) e geraniol (11 a 15%) (Figura 1) (RAHULA et al., 1973).

oH
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Figura 1. Férmula estrutural dos principais principios ativos do 6leo essencial de
Cymbopogon: a. citronelal; b. geraniol.

O dleo de citronela apresenta boa eficacia contra os insetos, em concentragoes
que variam de 0,05% a 15% (m/v) (FRADIN, 1998). Com eficiéncia similar ao DEET,
evapora, no entanto, muito rapidamente perdendo a atividade. A rapida evaporagao se
deve a forte volatilidade do citronelal, responsavel por grande parte do odor. O citronelal
é também responsavel pela sensibilidade cutdnea ocasionada quando usada uma alta
concentragao de 6leo de citronela sobre a pele (BARNARD e XUE, 2004).

Pesquisas conduzidas com 6leo de citronela tém demonstrado acao inseticida e
de repeléncia contra diversas espécies de mosquitos, porém o tempo de protecéo
desse 6leo, em laboratério, varia de acordo com a espécie de inseto estudada. Em um
estudo realizado por Phasomkusolsil e colaboradores. (2010) o 6leo de citronela
apresentou para 3 espécies de insetos diferentes estudadas (Aedes aegypti, Anopheles
minimus e Culex quinquefasciatus), tempos de protecao e percentuais de picadas em
torno de 2 horas e 0,85%, respectivamente. Em um estudo realizado com outra espécie
de mosquito (Aedes albopictus) dos varios oleos avaliados, o 6leo de citronela
apresentou uma repeléncia expressiva em diferentes concentragdes (5 e 10%) com um
indice médio de protecao de 98% (BUENO e ANDRADE, 2010).
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Uma investigagdo utilizando a espécie Culex pipiens pallens foi conduzida
visando determinar o percentual de repeléncia do extrato de citronela no campo e in
vitro, usando uma pulseira impregnada com o extrato na concentragdo de 30%. Os
resultados demonstraram que extrato de citronela quando testado in vitro apresentou
um percentual de repeléncia de 73%, ja quando usado no campo o percentual foi de
80% (KIM et al., 2005). Yang colaboradores (2005) demonstraram ainda que a atividade
repelente do oleo de citronela pelo inseto da espécie Aedes albopictus aumentou
significativamente quando foi adicionada vaselina a 5% de na formulagcdo, que atuou

como fixador.

3.3. Impregnacao de repelente de insetos em tecidos

A industria téxtil estda cada vez mais interessada em desenvolver tecidos
caracterizados por diferentes propriedades, um exemplo, é a utilizacao de repelentes de
insetos em roupas proporcionando protegao contra picadas e transmissao de doencas
causadas por algumas espécies de insetos. O desenvolvimento de repelentes de
insetos impregnados em roupas, tendas ou redes tem sido um grande avango na
protecdo de pessoas em risco de serem picadas, como por exemplo, trabalhadores ao
ar livre, viajantes, soldados e pessoas em areas endémicas (WHO, 2001 a,b).

Repelentes de insetos permanecem eficazes por mais tempo quando aplicados
na roupa do que na pele, além de serem mais seguros (FRADIN, 1998). Todos os
repelentes adequados para uso na pele (DEET, piretréide, icaridina) podem ser usados
nas roupas também, mas alguns apresentam uma melhor eficacia quando aplicados
nas roupas do que na pele (FAULDE, 2006b). Essa maior eficacia apresentada pelos
tecidos impregnados com repelentes de insetos se deve a maior resisténcia a lavagens
e a atividade residual aumentada, proporcionando uma elevada eficiéncia na protecao
contra insetos (WHO, 2005).

Os tecidos nao tratados sao considerados barreiras eficientes impedindo a acao
de insetos, porém esses s6 funcionam quando as malhas estdo intactas. Ja com os
tecidos tratados isso n&do ocorre, pois continuam a proteger mesmo depois que as

malhas estdo em mal estado.
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Um dos fatores mais importantes na impregnagédo de substancias é o tipo de
tecido utilizado. O material de mosquiteiros de malha aberta, por exemplo, € muito
diferente do material de roupas e tendas, isso reflete diretamente na quantidade de
repelente absorvido (MUSTAPHA et al., 2008). A propriedade do fio que constitui
tecido, por exemplo, carater hidrofilico (algoddo) ou hidrofébico (poliéster) afeta
diretamente também na absorcdo do repelente (ALCANTARA, 1996). A impregnacao
de repelentes em roupas pode ser realizada, utilizando varios métodos, incluindo a
pulverizacdo individual, imersao em solugdes contendo o repelente e a recente técnica
de polimerizagéo (revestimento do tecido com polimero) (MUSTAPHA et al., 2008). A
pulverizagcdo apresenta como desvantagem problemas como a desigual distribuigdo do
ativo, consideravel perda apos as lavagens e a exposicao maior do usuario para a
solugao de tratamento (FAULDE et al., 2003). Por outro lado, as técnicas de imersao e
polimerizacdo apresentam como vantagem uma distribuicdo mais homogénea do ativo
e o0 aumento da permanéncia do repelente no tecido, respectivamente (FAULDE,
2006b).

O uso de mosquiteiros impregnados com repelente ja tem sua eficacia
comprovada na diminuicdo da morbidade e mortalidade por malaria em varias partes do
mundo (COLLINS e PASKEWITZ, 1995; LENGELER e SMITH, 1997). Algumas regides
da Africa utilizam esse processo a alguns anos, reduzindo consideravelmente os casos
de malaria principalmente em criangas (COLLINS e PASKEWITZ, 1995). Alguns paises
da América Latina, como a Guatemala fazem uso de mosquiteiros impregnados com
repelentes para evitar epidemias de algumas doengas (RICHARDS et al., 1994). No
Brasil, estudo utilizando mosquiteiros impregnados com repelentes de insetos,
demonstrou uma redugao nos casos de malaria justamente no periodo de elevagdo da
endemia (SANTOS et al., 1998).

Um estudo realizado utilizando tecido de celulose impregnado com DEET e 6leo
de Neem pelo método convencional visou avaliar a atividade repelente em 3 espécies
de insetos para cada repelente (Culex pipiens pallens, Aedes aegypti e Ochlerotatus
togoi). O DEET impregnado no tecido apresentou uma significativa repeléncia para as

espécies Culex pippens pallens e Aedes aegypti. Por sua vez, o 6leo de Neem se
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mostrou menos eficaz quando comparado com o DEET para as 3 espécies testadas
(LEE et al., 2004).

Estudo realizado utilizando tecido impregnado com DEET e IR3535 pelo método
de revestimento de polimero demonstrou que a atividade repelente é dose dependente,
pois quanto maior a dose de repelente presente no tecido menor tempo para ocorrer
100% de knockdown para os 2 repelentes testados. Nesse mesmo estudo foi
demonstrado que para obter 100% de repeléncia, a dose de repelente necessaria de
DEET era menor do que para o IR3535 (FAULDE et al., 2010). Em outro estudo,
utiizando a mesma técnica de impregnagdo com cipermetrina como repelente de
insetos, foi demonstrado que o tecido pode ser armazenado em temperatura ambiente
(25 °C) por 18 meses sem perder sua eficacia e que as lavagens ndo reduzem

substancialmente o efeito repelente do tecido (HEBEISH et al., 2010).

A ciclodextrina tem sido muito utilizada juntamente com repelente de insetos para
impregnacao de tecidos. Abdel-Mobdy e colaboradores (2008), utilizando ciclodextrina
(MCT-B-CD) para formar um complexo de inclusdo com o repelente cipermetrina e
paletrina na impregnacao em tecido, obtiveram como resultados uma agéo rapida sobre
os insetos e uma atividade toxica e concentragado do repelente aumentada no tecido.
Em 2009, os mesmos autores utilizando permetrina e bioletrina como repelentes
obtiveram os resultados semelhantes aos do trabalho anterior (ABDEL-MOHDY et al.,
2009). Outro trabalho utilizando ciclodextrina e um 6leo essencial (limoneno) objetivou
comparar a influéncia de diferentes métodos impregnagdo (meétodo convencional,
revestimento de superficie e utilizando ciclodextrina) na atividade repelente. O limoneno
associado com a ciclodextrina apresentou uma maior toxicidade aos insetos quando
comparado com outros métodos de impregnacao. Também foi demonstrado que quanto
ao tempo de permanéncia tanto os revestidos como os com ciclodextrinas mantiveram a
propriedade de repelente de insetos apods lavagem e armazenamento (HEBEISH et al.,
2008).
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Os acabamentos em tecidos também tém sido testados, como por exemplo, a
utilizagdo de repelente de agua que pode ter um efeito sobre ou ser afetado pelo
repelente de inseto. Estudo realizado utilizando os repelentes de insetos M-1960,
benzoato de benzila e DEET em combinagdo com repelente de agua (Quarpel), visou
determinar a atividade repelente de insetos nessa associagéo. A utilizacdo de repelente
de agua aumentou a resisténcia do M-1960, benzoato de benzila e DEET as lavagens e
também melhorou a duracdo de repeléncia de insetos para M-1960 e DEET
(MARKARIAN et al., 1968). Outro teste utilizando repelentes de inseto (permetrina,
deltametrina e lambdacialotrina) e repelente de agua (amino silicone) aumentou a

repeléncia com aumento da hidrofobicidade por 17,5 semanas (AMALRAJ et al., 1996).

Embora o DEET seja um repelente de insetos utilizado em tecidos, sua
volatilidade reduz a duragdo em roupas e seu efeito plastificante torna inconveniente
sua utilizacdo. Devido a isso, o desenvolvimento da permetrina aplicada a vestimentas
foi um grande avango nesse campo, proporcionando um ingrediente ativo que
permanece aderido as fibras de uma forma que resiste a desgaste e as lavagens
(MUSTAPHA et al., 2008).

3.3.1. Permetrina

Comercializada pela primeira vez em 1973, a permetrina pertence a classe dos
piretréides sintéticos derivados da flor de crisantemo (BEYOND, 2004). Age como
repelente e inseticida sendo ativa contra uma ampla variedade de pragas, incluindo
mosquitos, moscas, piolhos, carrapatos, pulgas e outros artrépodes (BEYOND, 2004).

A permetrina (Figura 2) apresenta 2 diastereocisbmeros com diferentes
propriedades quimicas, fisico-quimicas e toxicolégicas (EDWARDS e FORD, 1997). O
isdbmero cis € considerado um pouco mais toxico e excretado em uma taxa mais baixa
que o isébmero trans. Devido a isso, preparacbes com menor propor¢cao de cis-
permetrina sdo usadas em seres humanos, de modo que a relagao cis/trans na maioria
dos preparativos é 25:75 (CATALAMESSA, 1993). A permetrina € um produto quimico

apolar, com solubilidade em agua de 0,2 mg/L e log P de 6,1.
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Figura 2. Formula estrutural da permetrina.

A permetrina nao repele insetos como o DEET, mas funciona como um inseticida
de contato. Como um neurotdxico, 0 mecanismo principal de agao é a hiperestimulacao
do sistema nervoso do inseto devido ao bloqueio do movimento de sddio através da
membrana do nervo, causando toxicidade ao sistema nervoso e paralisia, espasmos
musculares ou morte do inseto (MARSHALONIS et al.,, 2006; SODERLUND, et al.,
2002).

Essa substancia possui uma reatividade rapida, excelente fotoestabilidade,
resisténcia ao intemperismo e baixa toxicidade aos mamiferos (FAULDE et al., 2003). A
baixa toxicidade aos mamiferos se deve ao fato de a permetrina ser pouco absorvida e
rapidamente inativada por hidrolise da ligacdo éster quando aplicada sobre a pele
(MUSTAPHA et al., 2008). Em um estudo realizado por Franz e colaboradores (1996)
visando avaliar a absorgdo da permetrina através da pele, apds a exposi¢cao por 48
horas, menos de 0,1% da dose foi absorvida através da pele humana e baixos niveis

foram detectados na epiderme e derme .

Por esse motivo a permetrina € mais utilizada na impregnagao em tecidos do que
aplicada diretamente na pele humana. Pode ser utilizada em roupas, mosquiteiros,
equipamentos de camping e uniformes de combatentes das forgas armadas (ZIELINKI-
GUTIERREZ et al., 2011). A permetrina também tem sido amplamente testada no
controle de vetores de doengas, demonstrando beneficios na diminuigdo da morbidade
e mortalidade ocasionada por essas doengas (LENGELER e SMITH, 1997).
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Testes conduzidos em campo (dentro e fora das tendas) avaliaram a eficacia
contra o mosquito Aedes spp. comparando tendas tratadas com permetrina e tendas
nao tratadas. As tendas tratadas com permetrina apresentaram uma protecao
significativa dentro da tenda (redu¢cdo em 84-94% das mordidas) durante 42 dias. No
ambiente externo (fora da tenda) houve uma reducdo de 43-82% de picadas de
mosquitos quando comparada com os individuos fora da tenda sem tratamento (HEAL
et al., 1995).

Estudos avaliando a eficacia da permetrina impregnada em tecidos na prevengao
da leishimaniose também foram realizados. Reyburn e colaboradores (2000) realizaram
um estudo randomizado em Cabul (Afeganistdo) comparando mosquiteiros tratados
com repelentes e chaddars (pano islamico utilizado para dormir) na prevencédo de
leishmaniose. Tanto os mosquiteiros quanto os chaddars tratados com permetrina
apresentaram eficacia semelhante, proporcionando cerca de 65% de prote¢cao . Em um
estudo mais recente realizado com soldados iranianos de forma randomizada por 3
meses, nado houve diferencga estatistica na protecdo dos grupos que usavam uniformes
tratados com permetrina e os que nao usavam, demonstrando que permetrina
impregnada em tecido ndo € eficaz na prevengao da leishmaniose (ASILIAN et al.,
2002).

Mais recentemente, também foi realizado estudo avaliando a eficacia de tecidos
tratados com permetrina na prevencao das infeccbes por malaria. Neste estudo
realizado em campo de refugiados de Dahaab (Quénia) as roupas tratadas com
permetrina apresentaram uma redugao significativa tanto nas taxas de infecgbes por

malaria quanto para a densidade de mosquitos (KIMANI et al., 2006).

Testes avaliando os diferentes métodos de impregnagcdo foram realizados.
Comparando o método de revestimento de polimero e o de imersao antes e depois de
100 lavagens contra Aedes Aegypti foi demonstrado que a quantidade de permetrina
residual era consideravelmente maior para o método de revestimento (280 mg/m?) apds

100 lavagens do que o método de imersao (16 mg/m?). Assim como a quantidade de
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permetrina residual, a atividade repelente antes e depois das lavagens apresentou uma
maior atividade para o método de revestimento de polimero (FAULDE et al., 2003;
FAULDE, 2006b). Em outro estudo realizado por Grupta e colaboradores (1990)
comparando diferentes métodos de impregnagao (imersado e aerossol) em diferentes
tecidos (algoddo e algodao/nylon) foi verificado que para o tecido de algodao
impregnado pelo método de imersao a protegao foi consideravelmente superior aquela
observada para o tecido impregnado pelo método de aerossol. Para o tecido

algodao/nylon a protecéao foi similar para os 2 métodos testados .

Pesquisadores realizaram estudos para determinar a longevidade da atividade
repelente da permetrina quando submetida ao intemperismo. Grupta e colaboradores
(1989,1990) apds submeter o tecido impregnado com permetrina ao intemperismo, sob
ambiente umido e tropical simulado, observaram que o efeito téxico (knockdown) da
permetrina impregnada no tecido contra 2 espécies (Anopheles stephensi e Aedes

aegypti) diminuiu rapidamente apds uma semana em relagao ao efeito repelente .

3.4. Sistema de liberagao de farmacos

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos vém recebendo atencgao
especial na area da pesquisa cientifica, pois representam uma fronteira da ciéncia, a
qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares, podendo contribuir para o avanco
na saude humana. Os sistemas de liberagdo, frequentemente descritos como “drug
delivery systems”, sdo formulagbes que visam o desenvolvimento de estratégias para
veiculacdo de agentes bioativos na forma de dispositivos, tais como nanoparticulas e
microparticulas.

A aplicacdo desta tecnologia surgiu a partir do desenvolvimento da
microencapsulagdo, técnica de transformacdo de liquidos (polimeros e outras
substancias) em pés com tamanhos de particulas micrométricas. As microparticulas
obtidas por microencapsulagcdo sao de 2 tipos: as particulas poliméricas esféricas
matriciais (microesferas) ou reservatérios (microcapsulas). A microencapsulagao €

bastante utilizada nas industrias alimenticia, téxtil, farmacéutica e cosmética por
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promoverem a liberagado controlada de farmacos ou substancias biologicamente ativas
hidrofilicas ou hidrofobicas (AHSAN et al., 2002). Com o surgimento dessa técnica,
abriu espago para o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas, em escala
nanomeétrica, chamada de nanotecnologia.

A nanotecnologia consiste no desenvolvimento, caracterizagdo e aplicacdo de
sistemas em escalas nanométricas. Essa ciéncia possui como principio que o0s
materiais nanométricos apresentam propriedades quimicas, fisico-quimicas e/ou
biolégicas diferentes daquelas em escalas maiores. Uma das areas da nanotecnologia
com maior potencial de aplicacdo sdo os sistemas de carreamento e liberagdo de
farmacos (SCHAFFER, 2005). Nas ultimas décadas, diferentes sistemas carreadores
tém sido estudados visando a liberacédo controlada de farmacos e o possivel aumento
da eficacia e seletividade das formulagbes (SCHAFFAZICK et al., 2003). Esses
sistemas tém se tornado uma &tima alternativa para carreamento de farmacos
principalmente lipofilicos, com vistas a uma liberagdo homogénea do ativo aliado a um
aumento de seletividade ao alvo de agéo farmacologica.

Atualmente existem na literatura inUmeros nanossistemas descritos que diferem
na sua composicao, tais como, lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas
e lipidicas (SILVA, 2004). Os lipossomas sao vesiculas aquosas circundadas por uma
ou duas camadas de fosfolipidios podendo servir como veiculos de farmacos a serem
encapsulados na cavidade aquosa da vesicula ou na bicamada (LASIC, 1998). As
nanoemulsdes sao dispersdes nanométricas compostas por goticulas oleosas em uma
fase aquosa externa, estabilizadas por um sistema tensoativo adequado (MEHNERT e
MADER, 2001; FRONZA et al., 2004). Por sua vez, as nanoparticulas poliméricas
incluem as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a
composigdo e a organizagao estrutural. As nanocapsulas sdo constituidas por um
involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso e as nanoesferas, que nao
apresentam 6leo na sua composicdo, sdo formadas por uma matriz polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Esses nanosistemas apresentam diversas vantagens
quando comparados com sistemas convencionais, tais como: prote¢cdo de substancias

labeis e volateis, liberagdo progressiva e controlada do farmaco, utilizagdo de menor
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dose do principio ativo para obtencdo do efeito terapéutico e possibilidade de
incorporacao tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas (VERMA e GARG,
2001).

Na literatura encontramos aplicagcdes dos sistemas de liberagdo de farmacos em
diversas areas. De acordo com Salamanca-Buentello e colaboradores (2005), a
incorporacdo de inseticidas e repelentes de insetos em nanoparticulas visando
prolongar seu efeito € uma area promissora, destacando-se entre as dez maiores
aplicagdes futuras da nanotecnologia em paises subdesenvolvidos.

Os artigos cientificos encontrados na literatura sobre microparticulas geralmente
avaliam permeacéo, liberacdo e taxa de evaporagao do farmaco nesses sistemas.
Solomon e colaboradores (2012) desenvolveram microcapsulas de gelatina reticuladas
com formaldeido a fim de reduzir a taxa de evaporacdo do 6leo de citronela. As
microparticulas reticuladas apresentaram uma eficiéncia de encapsulagcdo de 70%,
liberacdo sustentada e uma diminuigcdo na permeacao do 6leo através da pele em pelo
menos 50%. O uso como agente reticulador glutaraldeido também foi estudado para as
microcapsulas de gelatina e éleo de Zanthoxylum limonella empregado como ativo. Da
mesma forma, as microcapsulas reticuladas aumentaram a eficiéncia de encapsulagao
e diminuiram a taxa de liberagcdo do Oleo. Nesse mesmo artigo, também foi
demonstrado que com o aumento da quantidade de 6leo, a eficiéncia de encapsulagao
diminuiu e a taxa de liberagdo do 6leo aumentou; isso se deve a diminuicdo da
espessura da capsula, pois a gelatina acaba sendo utilizada para encapsular o 6leo
deixando a parede da microcapsula mais fina (MAJl et al., 2007). Kasting e
colaboradores (2008) desenvolveram microcapsulas com parede de polissacarideos
com o objetivo de determinar a taxa de absorgéo na pele de DEET. Essa formulagao de
microcapsulas apresentou uma redugao na taxa de permeacao do farmaco na pele de
25-35 %.

Nos estudos utilizando nanotecnologia para a encapsulagcdo de inseticidas e
repelentes de insetos, os parametros mais avaliados sao o perfil de liberagdo e o LCsp
para a atividade larvicida dos nanossistemas. Sakulku e colaboradores (2009)

demonstraram que o método de preparagdo e a concentracdo de tensoativo e glicerol
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tem influéncia na cinética de liberagcao e tempo de protecdo das nanoemulsdes de
citronela. Outro estudo que desenvolveu uma nanoemulsdo com 3 6leos na sua
constituicdo (6leo de citronela, manjericdo e vetiver), demonstrou que a combinagéo
dos 3 oleos aumentou a protegédo contra as picadas de Aedes aegypti para 4,7 horas,
em comparagao com oleo de citronela isolado que era de 1,5 horas de protecdo. Neste
mesmo artigo os autores descreveram que com a diminuigdo do tamanho da goticula
da nanoemulsao a taxa de liberagdo dos 6leos aumentou (NUCHUCHUA et al., 2009).
Em relacido a propriedade larvicida, um estudo determinou que a nanopermetrina
preparada pelo método de evaporacao de solvente apresentou uma LCso menor para
larvas de Culex quinquefasciatus quando comparada com permetrina na forma bulk
(ANJALI et al., 2010). Outro grupo de pesquisa utilizando nanoparticulas de prata com
extrato aquoso de Eclipta prostata também verificou que o LCsy para nanoparticulas foi
menor do que para o da solugdo aquosa bruta, tanto para a espécie Culex
guinquenfasciatus quanto para Anopheles subpictus Grassi (RAJAKUMAR et al., 2011).

Uma caracteristica que também tem se explorado nos sistemas de liberagcao é a
sua multifuncionalidade. Devido a isso tem se buscado aliar duas areas diferentes para
produzir materiais com caracteristicas especificas. Um exemplo disso é a industria
farmacéutica e téxtil. Nesse contexto, a industria téxtil tem disponibilizado uma série de
tecidos com caracteristicas especiais como: antibactericida a base de prata, minusculas
capsulas de agentes hidratantes, desodorizantes e repelentes de insetos (SIS, 2012).
No Brasil, ja existem pequenas empresas desenvolvendo solugdes principalmente em
nanotecnologia para aplicagdo em vestuario, como por exemplo, TNS — tecnologia

antimicrobiana; Nanovetores e Innovida (SIS, 2012).

Na literatura existem varios artigos utilizando sistemas de liberagdo com
antimicrobianos e fragrancias (principalmente 6leos essenciais) aplicados em vestuario.
Porém ainda s&o raros os artigos utilizando repelentes de insetos para esses sistemas
com a mesma aplicagdo. Os trabalhos existentes empregando sistemas de liberagéo e
repelentes descritos geralmente usam a técnica de microencapsulagdo para

impregnacao em vestuario em vez da nanotecnologia.
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Guesan e colaboradores (2008) desenvolveram microcapsulas de DEET
impregnadas em mosquiteiros e avaliaram a atividade repelente destes para o vetor da
malaria. Essas microcapsulas demonstraram possuir capacidade de repelir, inibir e
matar os mosquitos por um periodo de 6 meses em condi¢cdes laboratoriais. Outro
trabalho desenvolveu microcapsulas de citronela impregnadas em tecido de algodao,
com o objetivo de avaliar também a atividade repelente para o vetor da malaria. Assim
como o artigo anterior, as microcapsulas contendo o ativo apresentaram uma maior
protegao do que o ativo livre, com efeito repelente superior a 90 % durante 3 semanas
(MIRO SPECOS et al., 2010).

Por existirem poucos artigos utilizando nanotecnologia com agao repelente
impregnados em tecidos na literatura, se faz necessario mais estudos em relacdo a

essa aplicagcédo da tecnologia.

3.4.1. Nanoparticulas lipidicas

Os sistemas carreados, como por exemplo, lipossomas, nanoemulsdes e
nanoparticulas poliméricas, apesar de estarem bem descritos na literatura apresentam
algumas limitagdes relacionadas a sua utilizagdo. Os lipossomas apesar das vantagens
relacionadas a auséncia de toxicidade dos materiais constituintes apresentam
limitacbes de estabilidade quimica e fisica, havendo a possibilidade de agregag¢ao das
vesiculas lipossomais e de degradagao do farmaco incorporado durante a estocagem.
Além disso, apresentam alto custo de produgdo (MEHNERT e MADER, 2001). Por sua
vez, as nanoemulsdes possuem uma liberacdo controlada da substancia veiculada
limitada devido ao estado liquido do carreador, ocorrendo uma rapida liberagdo do
farmaco (MEHNERT e MADER, 2001). As limitagbes existentes quanto & aplicacdo de
nanoparticulas poliméricas derivam da possibilidade de residuos de solventes
organicos utilizados no processo produtivo, produtos de degradacao, citotoxicidade de
alguns polimeros e dificuldade de produgdo em grande escala e alto custo de produgéao
(MULLER et al., 2004; UNER, 2006).
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Como uma alternativa para contornar as ja mencionadas limitagdes existentes
dos carreadores citados, foram desenvolvidas nanoparticulas lipidicas a partir de
lipideos sélidos que sao derivadas de emulsdes O/A por simples substituicdo do dleo
por um lipideo solido, o qual permanece nesse estado sob a temperatura corporal
(MULLER et al., 2007). Estes sistemas possuem didmetro médio de 50 a 100 nm e
utilizam lipideos fisiologicamente compativeis (0,1% a 30%) e tensoativos n&o téxicos
(0,5% a 5%) como Poloxamers® e lecitinas, que recobrem a superficie das particulas e,
desse modo, estabilizam a dispersdo (ZUR MUHLEN et al., 1998).

As nanoparticulas lipidicas apresentam como vantagens o fato de serem
constituidas de materiais lipidicos biodegradaveis e fisiolégicos que se assemelham a
estrutura da pele e, portanto, nenhuma ou apenas pequena alteracdao pode ocorrer
quando o produto entra em contato com a pele (SOUTO et al.,, 2007). Para a
estruturacdo dessas particulas, os materiais lipidicos derivados de frutas e plantas
oleaginosas provenientes da Amazébnia sdo especialmente promissores, sendo muitas
desta matérias-primas excepcionalmente ricas em micronutrientes, particularmente em
antioxidantes, como os carotendides, antocianinas e outros polifendis (ROSSO e
MERCADANTE, 2007). Além disso, essas formulagdes podem ser preparadas evitando
a utilizacdo de solvente organico e outros aditivos tdxicos, minimizando o risco

toxicoldgico e citotoxicologicos (SOUTO et al., 2007).

Outra vantagem dos sistemas lipidicos coloidais € possuir propriedades oclusivas
devido a formagado de um filme lipidico. Quanto maior a espessura da camada de
nanoparticulas lipidicas aplicadas maior é efeito oclusivo, sendo necessario no minimo
8 mg/cm? de nanoparticulas lipidicas para proporcionar um efeito monocamada sobre
uma superficie (WISSING et al.,, 2001). A caracteristica de adesividade das
nanoparticulas a superficie é, em geral, uma caracteristica de materiais ultra-finos,
observando-se aumento das propriedades adesivas com a diminuigdo do diametro
meédio. O fator de oclusdo determinado para microparticulas foi de apenas 10%, em
comparagao com um fator de 50% quando se utilizou nanoparticulas lipidicas de

aproximadamente 200 nm (MULLER et al., 1998). Assim, as nanoparticulas lipidicas
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levam a formacao de filme proporcionando um efeito de oclusdo que é determinado
pelo tamanho da particula (MULLER et al., 2007).

As nanoparticulas lipidicas por serem constituidas de uma matriz lipidica solida
possuem vantagem de retardar a liberagdo do farmaco ou ativo, podendo ser utilizadas
para modulacédo da liberagdo das substancias incorporadas. O perfil de liberagdo da
substancia a partir dessas nanoparticulas sera dependente do método de obtencéo, da
composigdo da formulagcdo (composigdo e concentragdo do tensoativo), as
propriedades de solubilizagdo do agente tensoativo para o ativo incorporado, em adigao
a solubilidade (concentracdo) do ativo na matriz lipidica (coeficiente de particéo
Oleo/agua). Estes fatores influenciam a estrutura interna das nanoparticulas lipidicas e
consequentemente a taxa de liberagdo do ativo (SOUTO et al., 2004; BUNJE et al.,
2007). Dependendo da estrutura da matriz, o perfil de liberacdo pode ser modulado,
como por exemplo, proporcionar uma liberacdo muito lenta, média ou extremamente
prolongada (MULLER et al., 2002).

Entretanto, as nanoparticulas lipidicas também possuem desvantagens. Devido
ao fato de serem compostas por lipideos sélidos puros ou blendas de lipideos solidos,
elas formam particulas com poucas imperfei¢ées, nas quais o farmaco se acumulara.
Devido a esta limitagdo, um novo sistema carreador foi desenvolvido, chamado
carreador lipidico nanoestruturado (WISSING e MULLER, 2003). Os carreadores
lipidicos nanoestruturados sao produzidos a partir da blenda de lipideos diferentes, os
lipideos liquidos e os lipideos solidos. Essa blenda é formada por diferentes
comprimentos de cadeia de acidos graxos e a mistura de mono-, di-, e triglicerideos que
nao é capaz de formar uma estrutura altamente ordenada, apresentando como
resultados muitas imperfeicdes na particula, o que favorece a melhor acomodagéao do
farmaco nessas imperfeicdes (WISSING e MULLER, 2003; MULLER et al., 2004). Para
obter as misturas para a matriz das nanoparticulas, os lipideos sélidos sdo misturados
com lipidios liquidos, de preferéncia em uma proporgéo de 70:30 até 99,9:0,1. Quando
esses nanocarreados sao comparados com lipossomas e nanoparticulas lipidicas

sélidas apresentam como vantagem uma maior capacidade de encapsulagdo de uma
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variedade de compostos ativos, um menor teor de agua na formulagao e evita/minimiza
a potencial expulsdo de compostos ativos durante a armazenagem (MEHNERT e
MADER, 2001). Outra grande vantagem dos nanocarreadores quando comparados as
nanoparticulas lipidicas solidas € a possibilidade de incorporar 6leos que possuam
atividade terapéutica. Esses 6leos podem atuar sozinhos ou em conjunto com outro

ativo incorporado na formulagdo, potencializando assim a agdo desejada.

A técnica mais comum para obtencdo das nanoparticulas lipidicas é a
homogeneizacdo a alta pressdao que tem emergido como uma técnica poderosa e
confiavel para obtencdo de tais sistemas, pois ela leva a produtos de tamanhos
relativamente homogéneos, proporcionando uma alta estabilidade fisica para
dispersdes aquosas. Essa técnica oferece possibilidades para a obtencdo das
particulas: homogeneizacdo de uma fase lipidica fundida por alta temperatura (técnica
de homogeneizagao a quente) e homogeneizagao de uma suspensao lipidica sélida em
uma fase aquosa em temperatura ambiente ou menor (técnica de homogeneizagao a
frio). Em ambas as técnicas, o farmaco € dissolvido ou solubilizado no lipideo fundido a
aproximadamente 5-10°C acima do seu ponto de fusdo (MEHNERT e MADER, 2001;
SOUTO et al., 2007; UNER, 2006). Para produgdo de nanoparticulas lipidicas,
geralmente, é utilizado o método de homogeneizagcdo a quente, que proporciona
tamanho e distribuicdo de particula menores devido a exposi¢cdo a temperaturas mais
altas do que a homogeinizagao a frio. Sendo assim, esse método é realizado através da
dissolugdo do farmaco no lipideo fundido. O lipideo fundido contendo o farmaco é
disperso em uma solugcdo aquosa aquecida contendo o tensoativo. Essa disperséo é
conduzida ao ultra-turrax formando uma pré-emulsdo, que posteriormente &
homogeneizada em homogeneizador a alta pressdo. Essa nanoemulsdo obtida é
resfriada levando a recristalizacdo do lipideo e a formagao das nanoparticulas lipidicas
(UNER, 2006; SOUTO et al., 2007).

Deve-se levar em consideragao, que o aumento da pressao de homogeneizagao
ou numero de ciclos , muitas vezes, resulta em um aumento da dimensao das particulas

devido a coalescéncia que ocorre como resultado da alta energia cinética das particulas
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(MEHNERT e MADER, 2001). Os parametros considerados suficientes para obtencéo
de particulas nanométricas sdo pressdo de homogeneizagdo de 500 a 1500 bar e o
nuamero de ciclos de 3 a 5 (MEHNERT e MADER, 2001). A homogeneizagdo a quente,
técnica preferencialmente utilizada para a produgdo de nanoparticulas lipidicas é
adequada para farmacos sensiveis a temperatura, porque a exposi¢cao a temperatura é
relativamente pequena. Essa técnica também é aplicada com sucesso para farmacos
insoluveis ou lipofilicos, mas ndo é inteiramente adequada para farmacos hidrofilicos
porque ocorre uma particado para fase aquosa resultando em uma baixa eficiéncia de
encapsulacdo (MULLER, 2000; UNER, 2006).

Um pré-requisito importante para o controle de qualidade das nanoparticulas
lipidicas € uma adequada caracterizacdo fisico-quimica. Os principais parametros
avaliados sdo o tamanho das particulas e o potencial zeta (MULLER, 2000). A medida
de tamanho de particula e distribuicdo de tamanho sao frequentemente os parametros
mais importantes que determinam a qualidade do produto. Particulas maiores que 1 um
e 0 aumento do numero dessas particulas com o tempo sdo indicadores da
instabilidade fisica da formulagéo (UNER, 2006).

O diametro das nanoparticulas lipidicas é afetado por varios parametros tais
como a composicdo da formulagdo (mistura tensoativo/tensoativo e propriedade
estrutural do lipideo), método de produgcao e condigbes (tempo, temperatura, pressao,
numero de ciclos e equipamento). A encapsulagédo do farmaco também é um parametro
importante, pois quando a concentragao do farmaco é alta o tamanho da particula tende
a aumentar provocando uma instabilidade no sistema. Se todos esses parametros
forem modificados de acordo com a necessidade, uma alta qualidade de producgao sera
alcangada (UNER, 2006).

As técnicas de espalhamento de luz dindmico e de difracdo de laser sdo as mais
poderosas técnicas para a medicdo de tamanho de particula. A espectroscopia de
correlagédo de fétons (também conhecido como espalhamento de luz dindmico) mede a

variacdo da intensidade da luz que é causado pelo movimento das particulas.
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Entretanto, este método abrange uma escala de tamanho de alguns nanémetros a
cerca de 3 puym. Isto significa que é uma boa ferramenta para caracterizar
nanoparticulas, mas nao é capaz de detectar microparticulas maiores presentes
simultaneamente (MEHNERT e MADER, 2001). Por sua vez, a técnica de difracdo de
laser, que se baseia na dependéncia do angulo de difragcdo do raio da particula,
abrange uma ampla faixa de tamanho que vai de nanémetros a micrémetros, sendo

utilizada para detectar artefatos micrométricos na formulagéo (MULLER, 2000).

O potencial zeta, outro parametro importante, permite fazer previsbes sobre a
estabilidade de armazenamento da dispersdo coloidal. Em geral, agregacdo de
particulas é menos provavel de ocorrer em particulas carregadas (alto valor de
potencial zeta em maédulo), devido & repulséo elétrica (MEHNERT e MADER, 2001). O
potencial zeta é afetado pelo aumento da temperatura ou da luz, pois nestas condigbes
ha um aumento da energia cinética dos sistemas levando a agrega¢gédo em combinagao
com a reducado do potencial zeta. A energia pode levar a troca da estrutura cristalina do
lipideo, provocando uma reorientacao cristalina. Essa reorientagdo pode resultar na
troca da carga da superficie da particula e, consequentemente, na troca do potencial
zeta (UNER, 2006).

As nanoparticulas lipidicas tém sido investigadas para varias aplicagdes como
para a veiculagéo de ativos de uso cosmético, bem como farmacéuticas empregando as
vias parenteral, pulmonar e oral para a administracdo de farmacos. Na literatura
existem apenas 2 estudos da incorporacdo de repelentes de insetos nas

nanoparticulas lipidicas.

Em um estudo realizado por ISCAN e colaboradores (2006) o repelente de
insetos DEET (N,N-dietil m-toluamida) foi incorporado em nanoparticulas lipidicas
solidas, a fim de reduzir a permeacao percutanea, evitar os efeitos toxicos e também
manter o efeito do farmaco por um tempo prolongado. As nanoparticulas lipidicas com
DEET foram comparadas com DEET livre. Os resultados mostraram que a incorporagcao

do DEET nas nanoparticulas lipidicas reduziram o perfil de liberagcao e a permeacéao na
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pele. Estudos de imagens realizados com microscopia eletrbnica de varredura
mostraram que existiam ainda nanoparticulas lipidicas na superficie da pele depois de 2
h, indicando que o DEET pode permanecer por um periodo prolongado no local de
aplicagéo . Outro estudo que incorporou 6leo de geranio em nanoparticulas lipidicas
sdlidas a fim de determinar o perfil de liberacdo do o6leo, demonstrou que as
nanoparticulas lipidicas solidas reduziram o perfil de liberacdo do Odleo, e

consequentemente a rapida evaporagao do 6leo (ASNAWI et al., 2009).

Em resumo, as nanoparticulas lipidicas possuem grande potencial como
sistemas carreadores para incorporacdo de repelentes de insetos, porém ainda ha
necessidade de mais estudos para aprofundar as possibilidades de aplicagdes destas

nanoparticulas, em especifico para incorporacdo em tecidos, o que ainda é inédito.
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4. MATERIAIS E METODOS







4.1. Matérias-primas

Tecido algodao -Sarja, Empdério das sedas, Porto Alegre-RS, Brasil;

Tecido poliéster- Musseline, Empdrio das sedas, Porto Alegre-RS, Brasil;

Fio de algodao, Meias Pé Brasil, Portdo-RS, Brasil;

Manteiga de cupuagu (Theobroma grandiflorum) — Inovam, Cuiaba — MT, Brasil,
Oleo de citronela (Cymbopogon nardus) — Delaware, Porto Alegre- RS, Brasil;
Oleo de soja — IMCOPA, Araucéria — PR, Brasil;

Permetrina — Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil;

Silicone Dow Corning® C2-0563 — Daltomare, Sdo Paulo — SP, Brasil.
Plantaren® 1200 (Lauril glicosideo) — Cognis do Brasil, Jacarei — SP, Brasil;
Vitamina E oleosa - Alpha quimica, Porto Alegre - RS, Brasil ;

Acido benzéico — Importadora quimica Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil;
Benzoato de sddio — Valdequimica produtos quimicos, Sdo Paulo — SP, Brasil;
Fosfatidilcolina 40% (Lipoid® 40%) — Gerbras — Anapolis — GO, Brasil;
Polissorbato 80 (Tween 80®) — Henrifarma, Séo Paulo — SP, Brasil.
Polissorbato 20 (Tween 20®) — Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil;

Lauril sulfato de sodio — ALZ, Porto Alegre — RS, Brasil;

Propilenoglicol 400 — Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil;

Sabonete Savon de Marseille — Bonne mére- L’occitane
4.2. Aparelhos e equipamentos

Balanca analitica — Denver APX200;

Ultra-turrax - T25, lka;

Mastersizer® 2000, Malvern;

Zetasizer® nano-ZS, modelo ZEN 3600, Malvern;
Homogeneizador a alta presséo - Panda 2K NS1001L, Niro Soavi;
Metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN (Jeol, Toquio, Japao);

Microscopio eletronico de varredura: JSM-5800 (Jeol, Téquio, Japao),

55



e Célula de Franz automatizada — MicroettePlus™ , Hanson Research, USA;
e HPLC — Shimadzu (LC-20A prominence), S&o Paulo, Brasil;

e Agitador de hélice — RW 20, |ka, Sao Paulo, Brasil;

e Banho termostatizado, Oxylab, Sao Leopoldo-RS, Brasil;

e Ultrassom- 1400A Ultracleaner, Unique, Indaiatuba-SP, Brasil;

e Camara climatica — Nova ética, Vargem Grande Paulista-SP, Brasil;

e Centrifuga - 5417R, Eppendorf, Sdo Paulo-SP, Brasil;

e Vortex — Certomat MV, B. Braun Biotech.

e Equipamento para tecer meias — KDY- 5DE, Soosan.

4.3. Preparacao das dispersdes aquosas de nanoparticulas lipidicas

As dispersbes aquosas de nanoparticulas lipidicas foram preparadas pela
técnica de homogeneizagdo a alta pressédo. A fase lipidica contendo manteiga de
cupuagu e os O6leos (citronela ou soja) foi fundida a 37 °C. Em seguida as demais
matérias —primas foram adicionadas (permetrina, vitamina E, silicone DC C2-0563,
acido benzodico e lecitina — utilizada somente nas nanoparticulas que foram
posteriormente revestidas). A mistura foi dispersa sob alta agitagao (8000 rpm, 30 s)
usando um Ultra-Turrax em uma solucdo aquosa contendo o Plantarem® 1200 e
Polissorbato 80® (tensoativo utilizado para a preparagédo das nanoparticulas sem e com
revestimento, respectivamente) e benzoato de sodio, mantidos a mesma temperatura
da fase lipidica. A pré-emulsao obtida foi homogeneizada a alta presséo aplicando-se 3
ciclos de 350 bar. Apds a homogeneizagao, a nanoemulsao O/A produzida foi mantida
a 25°C, permitindo desse modo a recristalizacdo do lipideo e originando as
nanoparticulas. A concentragao utilizada de cada componente esta indicada na Tabela
1. As particulas foram denominadas nanoparticulas lipidicas de citronela teste (NPCt),
nanoparticulas lipidicas de soja teste (NPSt), nanoparticulas lipidicas de citronela apés
ajustes na concentragdo (NPCa) e nanoparticulas lipicas que serao revestidas (NPCr).
Para fins de comparacdo uma solugcéo hidroalcéolica 70% de permetrina (Perm) na

mesma concentragao dos nanocarreadores foi preparada.
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4.3.1. Revestimento da disperséo aquosa de NPCr

Para o revestimento da formulacdo de NPCr foi utilizado solugéo de Eudragit®
E100 (1,5%) em &cido acético (2%). A solucdo de Eudragit® E100 foi adicionada a
formulagdo de NPCr sob agitacdo com volumes pré-determinados (solugdo de
Eudragit® E100 era adicionada a cada 30 minutos) até a invers&o do potencial zeta para
valores positivos (de -25,00 mV para aproximadamente +25,00 mV), indicando o total
revestimento da particula. As formulagbes de nanoparticulas lipidicas ja revestidas com
Eudragit E100 foram denominadas de NPCR.
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Tabela 1. Composicao das suspensdes de nanoparticulas lipidicas.

Matéria-prima Concentracgao (%)

Fase lipidica NPCt NPSt NPCa NPCr
Manteiga de cupuagu 8,00 8,00 7,00 7,00

Oleo de citronella 1,50 L 1,00 1,00

Oleo de soja L 1,50 L L

Permetrina 0,50 0,50 0,50 0,75

Acido benzoico 0,10 0,10 0,10 0,10

Vitamina E 0,10 0,10 0,10 0,10
Silicone DC C2-0563 2,50 2,50 2,00 2,00

Fosfatidilcolina 40% 2,00

Fase aquosa

Plantaren® 1200 3,00 3,00 4,00 -
Polissorbato 80 _ L _ 2,00
Benzoato de sodio 0,20 0,20 0,20 0,20
Agua (gsp) 100,00 100,00 100,00 100,00

Obs.: Por se tratarem de testes, apenas um lote das formulagdes NPCt e NPSt foram
preparados. As formulagdes NPCa e NPCr, foram preparadas em triplicatas. Os
percentuais (%) mencionados na tabela estdo expressos em g/100 mL.

58



4.4. Parametros de validacao das analises por CLAE

O método analitico para o doseamento da permetrina foi realizado através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), partindo-se da técnica desenvolvida por
Garcia et al (2001) sendo realizadas algumas modificagbes nos parametros

cromatograficos.

Os parametros avaliados foram: linearidade, precisdo intermediaria,
repetibilidade, limites de detecgdo e quantificagdo e especificidade (frente a uma
formulacdo de nanocarreadores- NPC2), sendo os ensaios realizados em cromatografo
Shimadzu com detector UV/VIS. Os parametros precisao intermediaria, repetibilidade e
especificidade também foram determinados para os nanocarreadores contendo
permetrina impregnados nos tecidos. Os parametros cromatograficos encontram-se na
Erro! Fonte de referéncia nao encontrada..

Tabela 2. Parametros cromatograficos utilizados na metodologia analitica para
doseamento da permetrina em sistemas nanoparticulados.

Parametros Condicoes

Deteccéao UV (A =272 nm)

Fluxo 0.8 mL/min

Coluna LiChrospher 100 RP4g (5 ym) (Merck)
Fase movel Metanol:agua (90:10 v/v)
Volume de injegao 100 pL

4.4 1. Linearidade

Para a avaliagao da linearidade trés curvas de calibragao foram construidas, com
uma faixa de concentragdo utilizada de 1,0 a 20,0 ug/mL, sendo todas diluigbes

realizadas em metanol. As amostras foram filtradas através de membrana com 0,45 ym
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de poro (Millipore®) antes das analises e injetadas no cromatdgrafo, registrando-se os

valores das areas.

4.4.2. Especificidade

Para avaliacdo da especificidade, uma suspensdo dos nanocarreadores foi
preparada da mesma forma que a suspensdao dos nanocarreadores contendo
permetrina, porém sem a presenca do farmaco. Para avaliacdo de especificidade dos
tecidos, um pedago de tecido foi utilizado sem a impregnagao dos nanocarreadores.
Para ambos, 0 mesmo volume, tratamento e diluigdo das particulas utilizado no teste de
precisdo foram utilizado para o teste de especificidade, porém utilizando-se a

suspensao sem farmaco ou o tecido sem os nanocarreadores.

4.4.3. Limite de deteccao e quantificacao

Os limites de detecgdo e quantificagdo (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. €
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) foram calculados matematicamente através da
relacdo entre o desvio padrao da curva de calibragdo e sua inclinagédo, usando o fator
multiplicador sugerido pela norma da International Conference on Harmonization
(2005).

Equacéo (1)

_ 333 0P
L= —
Equacéo (2)
10 OF
LQ= ——

onde LD é o limite de detecgéo, LQ o limite de quantificagdo, DP o desvio padrao da

reta de calibragédo e B o coeficiente angular da reta de calibragéo.
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4.4 .4. Precisao

Na avaliacdo da repetibilidade para os nanocarreadores seis amostras foram
preparadas a partir das suspensdes dos nanocarreadores, para uma concentragao de
10 pyg/mL de permetrina. Para tanto os nanocarreadores foram diluidos em metanol e
deixadas em banho de ultrassom por 15 minutos para a total liberacdo do farmaco.
Para a avaliagao da repetibilidade para os nanocarreadores impregnados nos tecidos,
foi necessaria a extragdo da permetrina nesses tecidos. Pedagos de tecidos (algodéo e
poliéster) foram diluidos em metanol, conduzidos ao vértex por 5 minutos e sonicados
por 30 minutos, apos uma aliquota foi retirada e diluida para concentragéo de 10 pg/mL
de permetrina. Posteriormente, as amostras (nanocarreadores livre e impregnado no
tecido) foram filtradas em filtro de 0,45 pm de poro (Millipore®) e injetadas no CLAE,
sendo o resultado da analise expresso em termos de desvio padrao relativo (DPR). A
precisdo intermediaria foi avaliada através da comparagdo entre as injecbes dessa
mesma concentracao (10 ug/mL) realizadas em dois dias consecutivos, calculando-se

posteriormente o DPR dos resultados das determinagdes.

4.5. Caracterizacao fisico-quimica das formulagdes

4.5.1. Determinacao do didametro de particula

Todas as formulacdes preparadas tiveram seu diametro de particulas e indice de
polidispersdo (PDI) determinados através de espalhamento de luz dinamico (Zetasizer®
nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern), apos diluicao das dispersdes (500 vezes, v/v) em

agua filtrada em filtro 0,45 um Millipore.

Foram também determinados o didmetro médio e a distribuicdo de tamanho de
particula pela técnica de difratometria de laser (Mastersizer® 2000, Malvern). Para essa

determinagao foram utilizados como parametro o indice de refragcdo da manteiga de
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1,46 e um espectro de leitura compreendido entre 0,02 — 2000 um. O didmetro médio
baseado no volume (d43) foi utilizado como parametro para a distribuigdo de tamanho
de particulas. Medidas do didmetro de particulas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 %
da distribuigdo acumulada (do 1, dos € doo, respectivamente) também foram realizadas.
Por meio dessas medidas foi realizada a determinagdo do SPAN, definido como uma
medida da dispersdo granulométrica, a qual relaciona os valores encontrados do
didmetro das particulas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % da distribuigdo
acumulada para uma amostra, sendo calculado pela Equagdo 3 (CHEN e DAVIS,
2002):

Fpan = % Equacéo (3)

rE

45.2. Potencial zeta

O potencial zeta das dispersdes contendo os nanocarreadores foi obtido através
da medida da mobilidade eletroforética (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600,
Malvern), apés diluicdo das dispersdes (500 vezes, v/v) em solugao de NaCl 10 mM
previamente filtrada através de membrana 0,45 um Millipore. Os resultados foram
obtidos através da média de trés determinacgdes.

Para as formulacbes de NPCR o potencial zeta foi determinado a cada volume
adicionado de solugédo de Eudragit E100 até a inversao do potencial zeta para valores

positivos (de -25,00 para aproximadamente +25,00 mV).

4.5.3. Teor de permetrina nas nanoparticulas lipidicas

A concentracdo total de permetrina nas formulacbes foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando parédmetros do método
validado. Cada suspensao foi tratada com metanol, posteriormente filtrada (Millipore
0,45 ym) e injetada (100 pL) no HPLC.
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4.5.4. Estabilidade das suspensdes de nanoparticulas lipidicas

As suspensodes contendo nanoparticulas lipidicas (NPCa, NPCr e NPCR) foram
avaliadas quanto a estabilidade com base no didmetro de particula (medidos por
difratometria de laser) e didmetro médio de particula (medidos por espalhamento de luz
dinamico). As formulagdes ficaram armazenadas em prateleira a temperatura ambiente,

ao abrigo da luz e foram avaliadas no tempo 0, 15 e 30 dias.

4.6. Impregnacgao das nanoparticulas no tecido

A impregnacéo das nanoparticulas em diferentes tecidos (algodao e poliéster) foi
realizada através da imersdo de pedacos de tecidos (6 cm x 6 cm), em um becker
contendo as dispersdes aquosas das nanoparticulas (NPCa e NPCR), sob agitagéo
magnética. Esses pedacos de tecidos foram deixados imersos em diferentes tempos
(0,25; 0,5; 2,5; 6 e 24 horas) para determinar o melhor tempo de imersao.

Posteriormente os tecidos foram secos a temperatura ambiente por 24 horas.

Para fins de comparacao fios de algodao cru foram submetidos a impregnagao e
posteriormente foram tecidos para obtencéo do algodao tecido. O rolo contendo o fio de
algodao foi imerso em uma dispersao aquosa de NPCa que ficou sob agitagao (agitador
de hélice) por 24 horas. A secagem do rolo foi realizada em camara climatica com
temperatura (25°C) e umidade (40%) controlada por 72 horas. Apos a secagem, o fio foi
conduzido até empresa Meias Pé Brasil, obtendo-se o tecido impregnado com NPCa

através do equipamento para tecer meias (KDY - 5DE, Soosan).

4.7. Caracterizagao dos tecidos apds impregnagao

4.7.1. Determinacéo do teor de permetrina apos impregnacao

A concentragdo de permetrina nos tecidos (algodao - A, poliéster - P e algodao
tecido - AT) apos a impregnagao foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Um pedaco de cada tecido (6 cm x 6cm) foi picotado e inserido em

um tubo de ensaio com metanol sendo submetido ao vortéx por 5 min e,
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posteriormente, ao ultrassom por 30 minutos para extracdo do farmaco. Apos extragao,
foi retirada uma aliquota da solucao e transferida para um baldo volumétrico. A solugao

no baldo volumétrico foi filtrada e conduzida ao HPLC para quantificagao.

4.7.2. Analise morfolégica

Apés a impregnacgao os tecidos (algodao, poliéster e algodao tecido) e o fio de
algodao impregnado foram analisados através de microscopia eletrénica de varredura
(Scanning Microscope JSM-5800-Jeol). As amostras foram recobertas com ouro antes
das analises e visualizadas em aumentos de até 15.000 vezes (Centro de Microscopia
Eletrénica/lUFRGS, Porto Alegre, Brasil).

4.8. Estudo de permeacao cutanea in vitro

Para este estudo, inicialmente foi necessaria a realizagado de testes prévios de
solubilidade da permetrina, visando a escolha da solugao receptora que mantivesse a

condigao sink.

4.8.1. Escolha da solugao receptora

A escolha da solucéo receptora a ser utilizada no estudo da permeacéao cutanea
in vitro foi baseada na solubilizacdo da quantidade de farmaco presente em um volume
de solucdo receptora que demonstrasse ser capaz de manter a condigdo sink
(Ct < 0,1 Cs) (SINKO, 2008). O teste foi realizado através da adigao de uma quantidade
excessiva de permetrina na solugao receptora que foi submetida ao voértex e que,
posteriormente, foi deixada em repouso por 24 horas. Foi coletada uma aliquota da fase
limpida, diluida e analisada em HPLC. A (Tabela 3) descreve as varias solugdes

receptoras testadas.

64



Tabela 3. Solugdes receptoras testadas.

Meio receptor

Etanol 40%

Etanol 60%
PBS 0,2 M pH 7,4
PBS 0,2 M pH 7,4:Etanol (50:50)
Tween 20 (2,5%) + PBS 0,2M pH 7,4
Tween 20 (4%)
Tween 20 (2%):Etanol (60:40)
Lauril sulfato de sodio — LSS (0,5%)

LSS (0,5%) + PBS 0,2 M pH 7,4

4.8.2. Ensaio da permeacgao cutanea in vitro

Os ensaios de permeacgao cutanea in vitro foram realizados em células de Franz
automatizadas. Esse aparelho é constituido de 6 células que sdo envoltas por uma
‘laqueta” onde passa agua com temperatura controlada, cada uma com compartimento
receptor de 7 mL e uma area disponivel para difusdo. Todo esse sistema é ainda
acoplado a uma placa de agitagdo magnética. No estudo foi empregada membrana
natural (pele de abdémen de porcas, sem pélo e sem o tecido subcutaneo e gorduroso
presente abaixo da derme) com espessura de 1,65-1,90 mm. O ensaio foi realizado
com temperatura controlada de 32°C * 0,5°C. A solucédo receptora foi colocada no
compartimento receptor. Sobre a extremidade das células foram esticadas as
membranas, com a derme voltada para a solugéo receptora e sobre essas foram
colocado os tecidos (A+Perm; P+Perm; A+NPCa; P+NPCa). Para fins de comparacgao a
permetrina livre (Perm) e a formulagdo de NPCa aplicadas diretamente na pele também
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foram avaliadas. Aliquotas das amostras no meio receptor foram coletadas a cada 2, 6,

12, 18 e 24 horas e levadas ao HPLC para quantificagao.
4.9. Lavagens dos tecidos

O teste foi conduzido conforme protocolo da Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, 2005). As amostras foram introduzidas em um béquer que continha 500 mL de
agua destilada com 2 g/L de sabao (Savon de Marseille) totalmente dissolvido. O
béquer foi introduzido em banho termostatizado a 30°C. O tecido foi agitado utilizando
um agitador de hélice por 10 minutos a 200 rpm. Posteriormente, os pedacos de tecidos
foram removidos e lavados 2 vezes em agua limpa (destilada) nas mesmas condi¢des
acima descritas. A cada 1, 5, 10, 15 e 20 lavagens os pedacos de tecidos eram
retirados e secos a temperatura ambiente. Os pedacos de tecidos foram tratados com o
solvente metanol a fim de extrair a permetrina contida no tecido para determinar a

quantidade de permetrina restante apds determinada lavagem através do HPLC.

49.1. Analise estatistica

O resultado de permanéncia da permetrina no tecido contendo os
nanocarreadores e o tecido confeccionado a partir do fio impregnado apds as lavagens
foram analisados estatisticamente com auxilio do software GraphPad Prism versao 5.0,
sendo os resultados expressos como média + desvio padrdo. Os resultados foram
comparados através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4.10. Gerenciamento de residuos

Todos os residuos quimicos gerados durante a preparagao e caracterizagdo das
nanoparticulas lipidicas foram devidamente armazenados em bombonas plasticas e/ou
frascos de vidro ambar com bocal largo. Os mesmos foram identificados e
acondicionados de acordo com o Plano de Gerenciamento de Residuos implementado
pela Resolugdo COSAT, 2007.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO







5.1. Desenvolvimento das suspensdes de nanoparticulas

Primeiramente foi realizada a validacdo do método analitico para doseamento da

permetrina incorporada nos nanocarreadores e nos nanocarreadores impregnados nos

tecidos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para a construgcao da curva de calibragao foi utilizada a Permetrina constituida da
proporgdo 75:35 (cis:trans), como essa proporcdo nao variou no momento da
quantificagado apenas o pico do isdmero cis foi considerado para quantificagdo. A Figura
3 mostra o cromatograma obtido com a amostra de Permetrina 75:35 (cis:trans), em

que o tempo de retengdo do isbmero cis conseguido com as condigdes de trabalho foi

de 9,1 minutos.
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Figura 3. Cromatograma referente ao ponto de concentragdo 10 pg/mL da permetrina.

A linearidade do método foi determinada através da curva de calibragdo, na qual
foi verificada a proporcionalidade entre as diferentes concentragdes do padrdo e as
areas obtidas nos cromatogramas (Figura 4). O coeficiente de correlagao foi de 0,99,

demonstrando que a solucéo padrao de Permetrina apresentou boa correlacio linear.
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Figura 4. Representagao grafica das trés curvas de calibragao.

Os valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacao foram de

0,30 pg/mL e 0,89 pug/mL, respectivamente.

Os resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria foram expressos em
termos de desvio padrao relativo (DPR). A repetibilidade para os nanocarreadores
apresentou DPR de 1,87 % para a sextuplicata da concentragcbe média de 10,51 pug/mL.
A precisao intermediaria dos nanocarreadores foi avaliada em dois dias consecutivos,
com seis amostras em cada dia, na concentragdo média de 10,51 e 10,34 pg/mL. Os
valores de DPR foram 1,51 % e 1,34 % para cada dia. Para os nanocarreadores
impregnados nos tecidos a repetibilidade apresentou um DPR de 4,18% e 2,41% nas
concentragdes médias de 11, 71 e 10,74 pg/mL para o poliéster e algodao,
respectivamente. A precisdo intermediaria dos nanocarreadores impregnados nos
tecidos também foram avaliados em dois dias consecutivos nas concentracbes médias
de 11,91 e 11,81 yg/mL para o poliéster e 11,44 e 11,54 yg/mL. O poliéster contendo os
nanocarreadores apresentou um DPR de 3,31 % e 4,63 % e o algodao 2,51% e 2,76%

para cada dia de estudo. Para ambos os estudos os valores de desvios padrbes
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relativos foram inferiores a 5 %, conforme preconizado pelo ICH (2005) demonstrando

repetibilidade e precisao intermediaria adequadas para o método analitico em questao.

Na analise de especificidade nenhum pico de absorcao foi detectado no tempo

de retencdo onde a permetrina é detectada.

Posteriormente, foram conduzidos testes para escolha do 6leo para compor as
formulagcdes de nanoparticulas. A Tabela 4 relaciona as caracteristicas de diametro
meédio e span das formulagdes de nanocarreadores lipidicos preparadas com diferentes
Oleos. O diametro médio baseado no volume (D[4,3]) foi utilizado como parametro para
avaliacdo da distribuicdo de tamanho médio das particulas e o span como

representativo da distribuicdo granulométrica.

A manteiga de cupuacu foi escolhida por se mostrar um componente alternativo
composto por acidos graxos saturados e insaturados, principalmente acidos linoléico e
palmiticos, e zinco (ROGEZ et al.,, 2004) e promissor para o desenvolvimento de
formulagdes de nanocarreadores lipidicos (COLOME et al., 2010). Os 6leos foram
escolhidos devido a suas caracteristicas repelentes de insetos que podem potencializar
a acao da permetrina. Ha diversos relatos na literatura sobre o uso desses 6leos como
repelentes de insetos, tanto do éleo de citronela (BROWN e HERBERT, 1997; FRADIN,
1998; SAKULKU et al., 2009; STEFANI et al., 2009), como o de soja (FRADIN, 2002;
KARTZ et al., 2008; STEFANI et al., 2009). O 6leo de citronela é um oOleo essencial que
age repelindo os insetos devido ao odor que exala, constituido principalmente de
geraniol, trans-citral, cis-citral, acetato de geranil, citranelal e citranelol (RAHULA et al.,
1973; YANG et al.,, 2005; MAIA e PARENTE, 2008). O 6leo de soja € um o6leo vegetal
que age sobre o inseto através da sua aderéncia na cuticula do inseto bloqueando os
orificios da traqueia matando-o por asfixia, sendo constituido principalmente de cinco
acidos graxos: palmitico (15:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e
linolénico (18:3) (COSTA et al., 2000; MOREIRA et al., 2012).

A formulagédo preparada com 6leo de soja (NPSt) apresentou diametro médio

micrométrico e span em torno de 1,2, ndo sendo este 6leo considerado adequado para
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preparacdo dos nanocarreadores lipidicos. A formulacdo preparada com o6leo de
citronela (NPCt), logo apos a fabricagdo apresentou didmetro médio nanométrico e
distribuicdo monomodal, sem a presenca de populagdes micrométricas. Apds 15 dias
de preparacdo as formulagbes apresentaram aumento significativo da viscosidade,
conforme avaliagdo visual. O aumento da viscosidade com a perda do tamanho
nanomeétrico indica ocorréncia do fendbmeno de geleificagdo. Esse fenbnemo
caracteriza-se pela transformagao de uma dispersao de baixa viscosidade em um gel
viscoso (MEHNERT e MADER, 2001). A ocorréncia desse fendBmeno pode ser atribuido
ao desbalanco na proporcdo da concentracdo de lipideos com o tensoativo que

proporcionava uma instabilidade no sistema.

Tabela 4. Diametro médio das particulas (D[4,3]) e distribuicdo granulométrica (span)
das formulagdes dos nanocarreadores com diferentes oleos.

D [4,3] span D [4,3] span
(t=0) (t=15)
NPCt 124 nm 0,98 geleificacao
NPSt 963 nm 1,19

Como a formulagao contendo 6leo de citronela (NPCt) apresentou o fenbmeno
de geleificacao apos 15 dias de preparacao, foi necessario reajustar as concentragdes
de alguns componentes dos nanocarreadores lipidicos. Os componentes escolhidos
para ajuste de concentragdes foram a manteiga de cupuagu, o 6leo de citronela e o
silicone. O silicone DC C2-0563 foi utilizado nas formulagdes de nanocarreadores
devido a sua caracteristica de repelir agua, o que proporciona uma impermeabilizagcao
no local de aplicacédo (DALTIMORE, 2010). As caracteristicas fisico-quimicas do
nanocarreadores lipidicos com as modificagdes (NPCa) realizadas estdo demonstradas

na Tabela 5.

As formulagdes (n=3) dos nanocarreadores lipidicos contendo 6leo de citronela
apos o reajuste das concentracbes (NPCa) apresentaram didmetro médio de 133 nm e

span 1,15 (medidos por difratometria de laser) com uma distribuicdo monomodal, sem a
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presenga de populagdes micrométricas, conforme pode ser observado na Figura 5.
Quanto ao didmetro de particulas (@), verificado através de espalhamento de luz
dinamico, as formulagdes apresentam 131 nm e indice de polidispersao (PDI) de 0,11,

indicando homogeneidade na distribuicdo de tamanho de particulas da amostra.

O potencial zeta da formulacéo apresentou-se em torno de -23,00 mV. De acordo
com UNER (2006), formulagbes que apresentam potencial zeta proximos a -30 mv s&o
consideradas com boa estabilizacdo eletrostatica. Valores elevados, em mddulo, de
potencial zeta indicam suspensdes de nanoparticulas mais estaveis pois a repulsao

entre as particulas previne a agregacao (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O teor apresentado pelos nanocarreadores lipidicos contendo citronela (NPCa)
foi em torno de 100%. Esse resultado corrobora aos dados existentes na literatura em
relacdo aos nanocarreadores lipidicos, que proporcionam uma boa capacidade de
encapsulagdo da maioria dos ativos. (SCHAFER-KORTING et al., 2007).

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas das dispersdes de nanocarreadores lipidicos
contendo 6leo de citronela. Os resultados representam a média e o desvio padrao da
medida de 3 lotes.

D [4,3] (nm) Span @ (nm) PDI PZ (mV) Teor (%)

NPCa 133+2 1,15+0,11 1313 0,11+0,02 -22,6+0,7 99,00+2,13
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Figura 5. Distribuicdo do tamanho de particula por difratometria de laser, da formulagcéo
de nanocarreadores contendo 6leo de citronela (NPCa).

Para fins comparativos com dados existentes na literatura que utilizam polimero
para retardar a liberacdo do ativo em tecidos, no presente trabalho também foram
desenvolvidos nanocarreadores lipidicos revestidos com polimeros (NPCR). O polimero
escolhido foi o Eudragit® E100 que € um copolimero (polimetacrilato) que possui carater
catidnico com estrutura central hidrofébica e ramificagdes hidrofilicas e caracteristica de
boa adeséo a superficie aplicada (PILLAl e PANCHAGNULLA, 2000). Esse polimero foi
escolhido com o objetivo de determinar se o carater catibnico e sua caracteristica de
boa adesdo influenciariam na permanéncia dos nanocarreadores no tecido apds as

lavagens.

Para o desenvolvimento dos nanocarreadores lipidicos revestidos (NPCR) foi
necessaria a modificagdo do sistema tensoativo da formulagdo. A formulagdo com
modificacdo do sistema tensoativo antes do revestimento foi nomeada NPCr. O novo
sistema tensoativo utilizado foi lecitina de soja e polissorbato 80. O polissorbato 80 é
um tensoativo n&o-ibnico que possui 0 mecanismo de estabilizacdo por impedimento
estérico (JAGER et al., 2009). A lecitina de soja é um emulsionante constituido de uma
mistura de glicolipideos, triglicerideos e principalmente fosfolipideos. Os fosfolipideos

sdo formados por 2 longas cadeias hidrocarbdnicas que constituem a parte apolar da
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molécula e porgao polar formada pelo glicerol e um grupo fosfato e uma molécula polar
(ASSUMPCAO e MACHADO, 2005). A porgéao polar dos fosfolipideos fica exposta nos
nanocarreadores o que favorece a interagdo dessa parte com a porgéo catibnica do
polimero Eudragit® E100, formando o revestimento polimérico (MAGDASSI e
MUMCUOGLU, 1997).

Na Tabela 6 estao representados as caracteristicas avaliadas das formulacdes
antes (NPCr) e apdés (NPCR) o revestimento com polimero. As duas formulagdes (NPCr
e NPR) apresentaram tamanho de particula (101 nm) e PDI (0,120) iguais, indicando
que o revestimento com o polimero nao influenciou o tamanho das particulas. Assim
como o diametro de particula, determinado por difratometria de laser, os diametros
médios das duas formulagdes (NPCr e NPCR) apresentaram resultados iguais (101 nm)

com distribuicdo monomodal representada na Figura 6 para as duas formulagdes.

O valor de potencial zeta medido para formulacdo de nanocarreadores antes do
revestimento foi de -30,00 mV. Esse valor se deve mais a utilizacdo do tensoativo
anibnico que estabiliza as particulas por repulsdo de carga do que pela utilizagao do
tensoativo ndo-ibnico (como o polissorbato 80), cujo mecanismo de estabilizagdo dos
coldides ocorre através de impedimento estéreo pela formagédo de um filme interfacial
(MEHNERT e MADER, 2001). Para garantir o total revestimento dos nanocarreadores
lipidicos com o polimero catiénico foi necessario adicionar vagarosamente pequenos
volumes da solucao Eudragit® E100, sob agitacdo, até obtengdo de potencial zeta
positivo. Os perfis das determinacdes de potencial zeta podem ser observados na
Figura 7. Apds o revestimento, o potencial zeta final da formulagdo de nanocarreadores
lipidicos (NPCR) foi cerca de + 27,00 mV, pois valores de potencial zeta maiores em
modulo a formulagdo apresentava populagdes micrométricas. Como o potencial zeta
reflete o potencial de superficie das particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003), podemos
atribuir o potencial zeta positivo dos nanocarreadores lipidicos ao total revestimento

com polimero que possui carater catidnico.
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Os nanocarreadores revestidos apresentaram (NPCR) um teor de farmaco apos
a preparacao em torno de 50 %. Esse valor baixo pode ser decorréncia de dois fatores.
Primeiramente, a dificil solubilizagdo da lecitina de soja que foi observada durante a
preparacdo dessas formulagdes, o que pode ter ocasionado a perda do farmaco no
momento de verter a formulagdo no homogeneizador. Outro fator pode ser devido a
densidade da permetrina (1,19 g/mL) ser maior do que a agua, o que pode ter
ocasionado a precipitacdo do repelente no funil apds ser vertido no equipamento, por
nao estar bem estabilizado pelo sistema tensoativo, ha uma perda parcial do repelente

no descarte inicial.

Tabela 6. . Caracteristicas fisico-quimicas das dispersdes de nanocarreadores lipidicos
antes (NPCr) e apds (NPCR) o revestimento com polimero. Os resultados representam
a média e o desvio padrao da medida de 3 lotes.

D [4,3] (hnm) span @ (nm) PDI PZ (mV) Teor (%)
NPCr 123+0 0,99+0,07 1010 0,12+0,00 -30,6+0,6
NPCR 123+0 1,09+0,06 10120 0,12+0,01 +26,5+1,2 46,76+0,44
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Figura 6. Distribuicdo do tamanho de particula por difratometria de laser, da formulagao
de nanocarreadores lipidicos antes - NPCr (a) e apds revestimento - NPCR (b) com
polimero. Os resultados representam a média e o desvio padrao da medida de 3 lotes.
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Figura 7. Perfil das determinagcbes do potencial zeta para obtencédo dos
nanocarreadores revestidos (NPCR).
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Para todas as formulagées (NPCa, NPCr e NPCR) o diametro de particula,
PDI e span foram determinados nos tempos 0, 15 e 30 dias armazenadas a
temperatura ambiente, empregando as técnicas de espalhamento de luz dindmico e
difratometria de laser. O didmetro de particula € um pardmetro importante a ser
avaliado porque determina a estabilidade fisica de dispersdes e, consequentemente, a
qualidade da formulagdo (MULLER-GOYMAN, 2004). O tamanho das particulas das
formulagdes com seus respectivos PDI podem ser observados na Figura 8. A unica
formulacdo que apresentou aumento de tamanho de particulas apdés 30 dias de
preparacao foi a NPCa, porém o PDI permaneceu estavel. As demais formulacbes
apresentaram tamanhos de particula estaveis e aumentos dos valores de PDI ao longo
dos 30 dias. Os diametros médios, determinado pela técnica de difratometria de laser,
parametros também importantes de serem determinados, podem ser observados na
Figura 9. A formulacdo NPCa apresentou um leve aumento no didmetro médio e de
span ao longo do tempo, mas a distribuicdo de tamanho continuou monomodal, sem a
presenca de populagdes micrométricas. Em relacdo as outras formulacdes, estas se
apresentaram estaveis mantendo constantes os valores de didametro médio e de span

com distribuicdo monomodal.
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desvio padrao da medida de 3 lotes.
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30 dias do preparo. Os resultados representam a média da medida de 3 lotes.
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5.2. Impregnagao dos nanocarreadores lipidicos nos tecidos

Apés a preparacao dos nanocarreadores, as formulagdes foram impregnadas em
dois tipos de tecidos. Esses tecidos foram selecionados por possuirem caracteristicas
distintas, o que pode, em tese, proporcionar uma adesdo dos nanocarreadores
diferenciada. O algod&o é constituido basicamente de celulose, essa celulose possui
um numero muito grande de hidroxilas o que propicia uma grande capacidade de
absorver 4gua e um carater hidrofilico (ALCANTARA e DALTIN, 1996). Além disso, a
grande quantidade de fios e a trama firme do tecido de algodao sao fatores importantes
nas caracteristicas do tecido. Por sua vez, o poliéster € constituido de fibras que
contém grupamento éster na sua cadeia principal proporcionando um carater
hidrofébico ao tecido (ALCANTARA e DALTIN, 1996). Diferentemente do tecido de
algodao, o poliéster escolhido possui uma quantidade de fio menor e a trama mais

flexivel.

A impregnacéao das formulagdes foi conduzida através da imersdo de um pedago
do tecido que permaneceu sob agitacdo na suspensdo de nanoparticulas. Para a
determinagdo do tempo necessario para impregnacao completa dos nanocarreadores
nos tecidos (algodao - A ou poliéster - P), foram realizados testes em diferentes tempos.
Como se tratava de teste preliminar, apenas para determinar o tempo de impregnacao,
apenas a formulagdo NPCa foi utilizada. O resultado desse ensaio pode ser observado
na Figura 10. Apos a impregnagao pode-se observar que a quantidade de permetrina
nao variou consideravelmente com o aumento do tempo; devido a isso, o tempo de

impregnacgao escolhido para continuagao dos estudos foi de 0,25 horas.
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Figura 10. Quantidades de permetrina impregnada nos tecidos em diferentes tempos
com NPCa e com solugao hidroalcéolica de permetrina (Perm).

A quantidade de permetrina impregnada varia conforme o tipo de tecido e a
formulacdo utilizada (Tabela 7). A permetrina livre apresentou maior quantidade
impregnada de farmaco para os dois tecidos (A+Perm: 192+18 mg/m? e P+Perm: 1325
mg/m?) quando comparada com as formulagbes dos nanocarreadores (A+NPCa:
117+13 mg/m? e P+NPCa: 91+1 mg/m?). Isso se deve a formulagdo com permetrina
livre ser uma solucédo apenas com a presenca do farmaco, que fica mais disponivel para
interagdo com a fibra do tecido. Com as nanoparticulas isso ndo ocorre, pois quem
interage diretamente com o tecido sdo as nanoparticulas, ja que a permetrina esta
encapsulada, proporcionando uma menor disponibilidade do farmaco para interagéao
com a fibra. Conforme verificado na literatura, a quantidade de permetrina impregnada
difere conforme o tipo de método utilizado, a area do tecido e a concentragcdo de
permetrina na solugao, variando geralmente de 200 a 1300 mg/m?. Quanto maior a area

de tecido utilizada e a concentragao de permetrina na solugédo, maior sera a quantidade
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de permetrina impregnada (REYBURN, 2000; ASSILIAN et al., 2002; FAULDE et al.,
2003, 2006 a,b; APPEL et al.,, 2008; ROSSBACH et al., 2010). Os resultados
verificados nesse trabalho estdo de acordo com a literatura, pois a quantidade de
permetrina nos tecidos nao foi maior devido a menor area do tecido e concentragao de
permetrina utilizadas. Em relagcdo aos dois nanocarreadores avaliados, o NPCa
apresentou uma maior quantidade de farmaco impregnada, isso provavelmente pode
ser atribuido a uma menor interacdo quimica entre o NPCR e o tecido. Quando
comparamos os dois tecidos avaliados, o algodao apresentou uma maior quantidade de
permetrina impregnada do que o poliéster para todas as formulagbes testadas, isso

ocorre devido a uma maior superficie de contato apresentada pelos fios de algodao.

A fim de avaliar eventuais diferencas nas quantidades de permetrina
impregnadas nos tecidos empregando os nanocarreadores, uma nova comparagao foi
realizada. A impregnacao de NPCa foi efetuada em um tecido ja tecido e também nos
fios de algodao, que posteriormente confeccionou um tecido a partir destes. O algodao
tecido (AT: 231+21 mg/m?) apresentou uma maior quantidade de permetrina quando
comparada com tecido ja tecido impregnado com a permetrina livre (A+Perm: 192118
mg/m?) e os nanocarreadores (A+NPCa: 117+ 13 mg/m?) (Tabela 7). Este fato ocorre
porque o tecido como produto final apresenta uma trama firme o que impede uma maior
incorporagao dos nanocarreadores, ja o fio de algodao apresenta-se mais “livre” para a

maior interagdo desses nanocarreadores com a fibra de algodao.

Tabela 7. Quantidade de permetrina impregnada nos tecidos (algoddo e poliéster)
empregando as suspensdes de nanoparticulas NPCa e NPCR e no algodao tecido
empregando a suspensao de nanoparticulas NPCa . Os resultados representam a
média e o desvio padrao da medida de 4 amostras de tecido.

Permetrina (mg/m?) NPCa (mg/m?) NPCR (mg/m?)

Tecido de algodao 192+18 117£13 6314
Tecido de poliéster 13215 9111 3814
Fio de Algodao tecido 231121
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A técnica de microscopia eletrébnica de varredura (MEV) foi realizada para
verificar a presenca e a forma dos nanocarreadores nos tecidos. Essa técnica ilustra a
superficie da amostra de maneira tridimensional quando ocorre varredura por um feixe
de elétrons. As fotomicrografias dos tecidos sem os nanocarreadores demostraram que
as fibras dos tecidos apresentam superficie lisa com contaminagao por particulas de
poeira tanto para algodao (Figura 11a) como para poliéster (Figura 11b). As analises do
tecido contendo permetrina livre através das fotomicrografias evidenciou a presenga do
farmaco na fibra dos dois tecidos (Figura 12). Todas as formulagbes dos
nanocarreadores (NPCa e NPCR) apresentaram-se em forma de filme e aglomerados
sobre as fibras dos 2 tecidos (Figura 13). A desestruturagdo dos nanocarreadores
formando um filme sobre as fibras pode ser atribuida a técnica de MEV. Essa técnica
consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie
da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma
tela catddica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe
incidente (DEDAVID et al., 2007). Geralmente, a fonte de elétrons utilizada € um
filamento de tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de tensdes de aceleragao
de 1 a 50 kV. Devido a isso quando o feixe de elétrons incide sobre os
nanocarreadores, que sao constituidos de lipideos que fundem quando em contato com
altas temperaturas, pode ter ocorrido a desestruturacdo desses nanocarreadoes
formando um filme sobre as fibras. Observa-se ainda que as fibras de algodao
apresentam uma desestruturagdo apds o contato com a solugéo de permetrina livre e
com os nanocarreadores lipidicos (Figura 12 e Figura 13). Essa desestruturagao
provavelmente se deve a caracteristica desse tipo de fibra de absorver agua
acarretando em um desordenamento das fibras. Em relagdo as fotomicrografias do fio
impregnado (Figura 14a e b) e do fio de algodéao tecido (Figura 14c) pode-se constatar
que a impregnacao individual do fio de algodao proporcionou uma melhor distribuigdo
dos nanocarreadores, formando um filme mais uniforme com menos aglomerados sobre

a fibra.
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Figura 12. Fotomicrografias dos tecidos: (a) algoddo e permetrina livre (A+Perm); (b)
poliéster e permetrina livre (P+Perm).
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Figura 13. Fotomicrografias dos tecidos: (a) algoddo e NPCa; (b) poliéster e NPCa; (c)
algodao e NPCR; (d) poliéster e NPCR.
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Figura 14. Fotomicrografias: (a) fio de algodao; (b) fio de algoddo e NPCa e (c) fio de
algodéao tecido.

5.3. Estudo de permeacéo cuténea in vitro

O estudo de permeacdo in vitro é uma ferramenta muito valiosa e
determinante na avaliagdo do comportamento de formulagdes ou produtos que entram
em contato com a pele, pois através deles se obtém dados que possibilitam um maior
entendimento dos fatos ocorridos, desde a aplicagao na pele, liberacdo do farmaco da
forma farmacéutica, retengdo e absorgcao cutdnea. (NOKHODCHI et al., 2003). Essa

técnica é capaz de avaliar os parametros que influenciam desde a liberagdo do farmaco
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no veiculo até a difusdo nas camadas da pele, quantificando a penetracédo do ativo e a
possibilidade distribuicdo sistémica dos mesmos (permeacdo). No caso de uso de
repelentes de insetos, esta técnica pode contribuir para um melhor entendimento do
potencial de toxicidade dos produtos que quando em contato com a pele ndo é

desejavel que haja absorgao cutanea.

Dois parametros sdo fatores criticos para o sucesso do experimento de
permeacdo cutanea, a escolha da membrana que serve de suporte separando o
produto a ser testado e do meio receptor responsavel por solubilizar o farmaco na
concentragao utilizada (SHAH et al., 1994).

A pele de porco foi selecionada para esta pesquisa, por ser de facil aquisi¢ao
e manipulagdo, ser histologica e bioquimicamente similar a pele humana, e com
caracteristicas de permeabilidade cutdneas bem préximas a estas (ANDEGA et al.,
2001). As fibras elasticas na derme, as enzimas presentes na epiderme, o tempo de
turnover do tecido epidermal, as proteinas queratinicas e a espessura da epiderme da
pele de porco, sdo caracteristicas de similaridade a pele humana, havendo diferencas,
no entanto, em relagcdo a constituicdo do tecido gorduroso e na vascularizagdo das
glandulas cutanea (OECD, 2004).

A composicdo do meio receptor deve demonstrar ser capaz de manter a
condicao sink. Quando a concentragéo do farmaco dissolvido no meio de liberacao é
menor que 10% da sua concentragdo saturacdo (Cs), diz se que o sistema esta
operando sob condigéo sink (SINKO, 2008). No caso de farmacos lipofilicos, o estudo
de solubilidade € uma etapa crucial, ja que a solubilidade desses farmacos em solugdes
aquosas é baixa. A permetrina € um farmaco de alta lipofilicidade, apresentando valor

de Log P em torno de 6,00 sendo, portanto, muito pouco soluvel em solugdes aquosas.

Para a selecdo da solucéo receptora que solubilizasse totalmente o farmaco
na concentragdo utilizada obedecendo a condi¢ao sink, foram realizados testes com

diversos meios receptores. Na Tabela 8 estdo apresentados os dados de concentracéo
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total de permetrina nos tecidos se toda ela fosse solubilizada no volume contido na
célula de Franz. Na Tabela 9 estao relacionados os dados de Cs dos meios receptores
avaliados. De todos os meios receptores avaliados, apenas 2 obedeciam a condi¢ao
sink (Ct<0,1Cs), o etanol 60% (v/v) e o tween 20 (2%):etanol (60:40, v/v). Como a
utilizacdo de solugbes hidroalcdolica em grau elevado proporciona uma alteragdo no
conteudo lipidico da pele (BOMMANNAN et al., 1991), o meio receptor escolhido para a

realizagao do teste de permeacéao cutanea foi tween 20 (2%):etanol (60:40, v/v).

De acordo com o FDA (FDA/CDER, 1997), é permitido o uso de solugdes
hidroalcéolicas como meios receptores para o estudo de liberagcao in vitro, quando o
ativo for muito lipossoluvel, como é o caso da permetrina. Além disso, quando o ativo
apresenta baixa solubilidade em meio aquoso, pode ser requerido também o uso de
tensoativos. Estes compostos tém como fungdo diminuir a tens&o interfacial entre o
soluto e o solvente em que esta contido, ja que esses agentes contém grupos hidrofilos
e lipofilicos. O tween 20 é um tensoativo ndo iénico que apresenta um valor de HLB de
16,7, portanto, com carater menos hidrofilico (ANSEL et al., 2000). Os tensoativos nao-
ibnicos menos hidrofilicos apresentam um efeito promotor de permeagdo menos
pronunciado do que os com carater mais hidrofilico (WU et al., 1996). Esse fator é muito
importante, pois promotores de permeacdo podem alterar a composi¢cdo, as
propriedades fisico-quimicas, a organizagao lipidica e proteica do estrato corneo,
diminuindo assim, a resisténcia da pele a difusdo do farmaco (MARTINS E VEIGA,
2002; CHORILLI, 2007)

Tabela 8. Concentracido total de permetrina nos tecidos apods total solubilizacdo no
volume contido na célula de Franz.

C. total (png/mL)

Tecido de Poliéster + NPCa 27,0
Tecido de Algodao + NPCa 35,0
Tecido de Poliéster + Perm. 1,5
Tecido de Algodao + Perm. 4,0
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Tabela 9. Estudo da solubilidade da permetrina.

Cs (ng/mL)
Etanol 40% -
Etanol 60% 2319
PBS 0,2MpH 7,4 122
PBS 0,2 M pH 7,4:Etanol (50:50) (v/v) 296
Tween 20 (2,5%) + PBS 0,2M pH 7,4 (m/v) 378
Tween 20 (4%) 382
Tween 20 (2%):Etanol (60:40) (v/v) 1046

LSS (0,5%) + PBS 0,2 M pH 7,4 (m/v)
LSS (0,5%)

Apos a escolha do meio receptor, foram conduzidos testes de permeacéo in vitro.
Os nanocarreadores escolhidos para realizagao dos testes de permeagao foram apenas
os contendo citronela (NPCa). Além das formula¢des dos nanocarreadores e permetrina
livre impregnadas nos 2 tipos de tecidos foram também testadas a suspenséo de
nanocarreadores e a solucao hidroalcoolica de permetrina livre aplicadas diretamente
sobre a pele de porco para fins de comparacao. Todas as formulagbes avaliadas nao
apresentaram quantidades quantificaveis que permeassem através da pele. Os
nanocarreadores impregnados no poliéster (P+NPCa) ou aplicados sobre a pele
(NPCa) apresentaram valores de concentragdo abaixo do limite de detecgéo (LD = 0,30
Mg/mL) e quantificagdo (LQ = 0,90 ug/mL) apos 24 horas de analise. Por sua vez, os
nanocarreadores impregnados no algodao (A+NPCa), a permetrina livre impreganada
no algodao (A+Perm), poliéster (P+Perm) e aplicada diretamente sobre a pele (Perm)
apresentaram valores de concentragédo abaixo do LQ e acima do LD. As concentragdes
baixas obtidas estdo de acordo com o relatado por Hughes e colaboradores. (2010) que
avaliaram a permeacédo cutanea utilizando pele humana e de rato de uma solugéo de
permetrina em acetona e obtiveram uma absor¢cdo dérmica menor que 2 %, detectando

a maioria do repelente na pele.
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5.4. Avaliagdo da permanéncia da permetrina nos tecidos apos lavagens

As lavagens para avaliar o tempo de permanéncia da permetrina foram
conduzidas conforme WHO (2005). Os testes foram realizados com os dois
nanocarreadores desenvolvidos (NPCa e NPCR), utilizando a permetrina livre como
controle, impregnados nos dois tipos de tecidos (algodao e poliéster). Além disso,
também foram realizadas as lavagens do tecido obtido pela tecelagem do fio de

algodéao previamente impregnado com NPCa.

Na Figura 15 e Tabela 10 encontram-se os resultados da comparagao do perfil
de liberacdo dos nanocarreadores e permetrina livre impregnadas no algodao (A) e
poliéster (P). Através dos resultados do perfil de liberagao verificou-se que a suspensao
de nanocarreadores lipidicos sem revestimento (NPCa) tanto incorporadas no algodao
(Figura 15a e Tabela 10) quanto no poliéster (Figura 15b e Tabela 10) apresentam
melhor perfil de liberagdo apds 20 lavagens em relagdo as outras formulagées. Em
relacdo aos perfis de liberagdo dos nanocarreadores lipidicos revestidos (NPCR) e
permetrina livre (Perm), esses apresentaram uma liberagdo mais rapida da permetrina,
mas sustentada por 20 lavagens, e perfis de liberacdo semelhantes apds 5 lavagens
quando incorporadas no algodao (Figura 15a e Tabela 10) e perfis de liberagao rapido e
diferentes quando incorporados no poliéster (Figura 15b e Tabela 10) . Quando
comparamos o perfil de liberagdo de ambos os tecidos, verificamos que o algodao
apresentou melhor perfil de liberacéo para todas as formulagdes, indicando uma melhor

adesao das formulagdes nesse tecido.
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Tabela 10. Concentragdo de permetrina apos varias lavagens nos nanocarreadores e
permetrina livre incorporadas no algodao e poliéster.

A+Perm A+NPCa A+NPCR P+Perm P+NPCa P+NPCR
(mg/m?)  (mg/m?)  (mg/m?)  (mg/m?)  (mg/m?  (mg/m?

0 lavagem 19118 116112 6313 13214 911 374
1 lavagem 112118 755 4514 6519 54+3 231
5 lavagens 3612 6918 3113 4+1 5214 .
10 lavagens 2214 5113 181 _ 3213 -
15 lavagens 152 3614 101 _ 277 -
20 lavagens 1212 3413 511 L 712 L
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Figura 15. Perfis de liberagdo de permetrina nos nanocarreadores e permetrina livre
incorporados no algodao (a) e poliéster (b).

Foram também efetuadas as comparagdes das lavagens do tecido de algodao
impregnado com NPCa (A+NPCa) e do tecido confeccionado a partir do fio de algodao
também impregnado com NPCa (AT+NPCa) (Figura 16 e 17). O tecido confeccionado a
partir do fio de algodao apresentou um perfil de liberagdo mais lento quando comparado
com o algodao comercial (Figura 16) (0 lavagem: 231£21 mg/m?, 1 lavagem: 1681

mg/m?, 5 lavagens:130+3 mg/m?, 10 lavagens:1194+6 mg/m?, 15 lavagens:101+6% e 20
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lavagens:82+8 mg/m?), indicando que é mais vantajoso impregnar primeiramente no fio
as formulagcdes de nanocarreadores do que no tecido comercial. Isso ocorre porque o
fio fica mais “livre” para interagao da formulagdo com a fibra do tecido o que nao ocorre
com o tecido comercial devidos as suas tramas firmes. Apesar do tecido confeccionado
a partir do fio impregnado (1 lavagem: 73+7%, 5 lavagens: 56+4%, 10 lavagens:
51+3%, 15 lavagens: 4416% e 20 lavagens: 36x1%) apresentar um perfil de liberagcéo
mais lento e consequentemente uma maior quantidade de permetrina do que o tecido
comercial (1 lavagem: 66+10%, 5 lavagens: 60+12%, 10 lavagens: 45+6%, 15 lavagens:
31£7% e 20 lavagens: 2916%) ap6s as 20 lavagens, o comportamento do perfil quando
expresso em porcentagem é igual (Figura 18), ndo apresentando diferenca significativa
na porcentagem de permetrina apos as 20 lavagens. Demonstrando que n&o ha
diferenca no perfil de liberacdo quando é considerado a porcentagem de repelente
liberado apos as lavagens.

300
—e— A+Perm
250 —m— A+NPCa
} AT+NPCa
200 |

150

50 A

Concentragio de Permetrina {mg/m?)

Numerode lavagens

Figura 16. Perfil de liberagdo de permetrina no tecido contendo os nanocarreadores e
no tecido confeccionada a partir do fio impregnado.
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Figura 17. Comparagdo da permanéncia de permetrina no tecido contendo os
nanocarreadores e no tecido confeccionada a partir do fio impregnado. Os resultados
representam a média £ DP da porcentagem de permetrina. a) A+Perm; b) A+NPCa; c)
AT+NPCa.

Os melhores resultados obtidos para os nanocarreadores (NPCa e NPCR) do
que para a permetrina livre em relacdo a permanéncia apds as lavagens nos tecidos,
estdo de acordo com os trabalhos na literatura no que diz respeito ao tratamento
realizado nos tecidos com materiais que proporcionem uma maior adesdo no tecido.
Faulde e colaboradores (2003 e 2006a,b), comparando a permetrina livre impregnada
em tecido e o tecido tratado através do recobrimento com polimero obteve como
resultados que o tecido tratado com polimero apresentava um maior porcentagem de
permetrina apds as lavagens do que o tecido ndo tratado (permetrina livre). Outro autor
utilizando ciclodextrina para fixagcdo da permetrina no tecido também obteve resultado
similar, pois a permetrina incorporada na ciclodextrina permaneceu por mais lavagens

no tecido do que a permetrina livre (ABDEL-MOHDY et al., 2008).
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Todos os resultados demonstram que os nanocarreadores lipidicos contendo
citronela sem revestimento catidnico (NPCa) apresentam uma maior adesao para os
dois tecidos avaliados. Adicionalmente, a comparagao entre os dois tecidos indica que
0 algodao € mais promissor como suporte para impregnacado de nanocarreadores

lipidicos contendo repelente de inseto permetrina.
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6. CONCLUSOES

Empregando a técnica de homogeneizacdo a alta pressao foi possivel obter
formulag¢des nanoestruturadas (NPCa, NPCr) contendo permetrina e um 6leo com agao
repelente, sendo posteriormente possivel o revestimento desses nanocarreadorres com
polimero (NPCR), obtendo particulas com diédmetros nanométricos, distribuicdo

monomodal e boa estabilidade fisica apos 30 dias da preparacgao.

Dos testes realizados para escolha do 6leo com acéo repelente, o dleo de
citronela foi o que se apresentou mais adequado para a incorporagdo nos

nanocarreadores.

As formulagdes foram impregnadas com sucesso em tecidos de algodao ou
poliéster, apresentando variagdo na quantidade de permetrina impregnada nos
diferentes tecidos utilizados. O tecido que apresentou maior quantidade de permetrina
impregnada foi o algodao. Adicionalmente, a impregnagao das nanoparticulas (NPCa)
no tecido de algoddo foi também comparada com a impregnagdao prévia da
nanoparticulas (NPCa) em fio de algodao posteriormente tecido. Em relacédo a essa
comparagao, o tecido confeccionado a partir do fio impregnado apresentou um perfil de
liberagdo de permetrina semelhante ao tecido de algodao ja impregnado. Desta forma,
0s nanocarreadores lipidicos contendo permetrina sem revestimento (NPCa)
demonstraram possuir uma maior adesao as fibras de algodao, tanto para algodao
comercial quanto para o fio de algodao tecido, proporcionando uma maior permanéncia

desses nos dois tipos de impregnacgéao testadas para o algodao.

Os nanocarreadores impregnados nos tecidos ndo apresentaram absorgéo

através da pele, demonstrando serem seguros quando em contato com a pele.

Em resumo, foi possivel desenvolver e impregnar com sucesso hanocarreadores
lipidicos contendo repelente de insetos, que apresentaram uma excelente resisténcia as
lavagens, demonstrando possuir potencial como uma nova estratégia para acao de

repelente de insetos. Desta forma, esses resultados promissores abrem varias
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possibilidades de trabalhos posteriores, como por exemplo, desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas e avaliagdo bioldgicas desses nanocarreadores utilizando

insetos vetores.
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