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Resumo. Doencas transmitidas por artrépodes, como malaria, febre amarela, dengue, entre
outras, constituem importantes problemas na salde publica. Os mosquitos hemat6fagos
podem transmitir agentes infecciosos por inoculacédo no ato da picada. Os repelentes de uso
topico sdo uma das alternativas para afastar esses insetos. Muitas pessoas apresentam
reacOes alérgicas ou mesmo intoxicacéo pelos repelentes tradicionais. Baseado neste fato o
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma matriz polimérica adequada para
imobilizagdo e incorporacdo de Oleos essenciais naturais que apresentam propriedades
repelentes. Os estudos foram realizados em uma matriz de silicone grau médico MED-4735
reticulada por radiacao ionizante na dose de 25kGy, sendo realizada ento, a caracterizagéo
fisico-quimica da matriz obtida pelos ensaios de fracdo gel e intumescimento, bem como a
caracteriza¢do biologica “in vitro” pelo teste de citotoxicidade utilizando a técnica de
captacdo de vermelho neutro. Os resultados obtidos demonstraram que o silicone além de
ndo apresentar citotoxicidade mostrou propriedades fisico-quimicas adequadas, podendo ser
utilizado como matriz para imobilizac&o de 6leos essenciais naturais
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1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por picadas de insetos sdo consideradas um problema em salde
publica, em especial dengue e febre amarela, ambas transmitidas pelos artrépodes do género
Aedes e malaria transmitida pelo género Anopheles que ocorrem em areas de risco potencial.
Além das doengas, as picadas dos insetos podem causar desconforto principalmente em
criangas com hipersensibilidade que podem promover irritagdo local, prurido, pépulas,
vesiculas, estrofulo, infec¢do secundaria local, celulite, dor, distarbios de sono [STEFANI e
col., 2009].

A saliva dos insetos hematofagos certamente assegura o elo estabelecido pelo habito
hematofagico, acoplando os trés principais elementos de uma cadeia epidemioldgica: o vetor,
0 parasito e 0 hospedeiro [SILVA, 2009].

Considerando que uma Unica picada de um inseto contaminado pode provocar alguma
doenca e que vacinas e quimioprofilaxia ndo estdo ainda disponiveis para todos o0s casos,
passa a ter importancia o uso individual de repelentes [STEFANI, e col., 2009].

Muitos fatores influenciam na eficacia do repelente como, frequéncia e uniformidade de
aplicacdo, numero e espécies de insetos e atratividade do usuério para os artropodes sugadores
de sangue. Abrasdo da roupa, evaporacdo e absorcdo da superficie da pele, suor, chuva,



temperaturas mais elevadas, ou um ambiente com vento podem reduzir os efeitos do repelente
[Mark S. Fradin, 1998].

O principal produto comercializado atualmente como repelente de insetos tem como
principio ativo o DEET (N,N-dietil-meta-toluamida e N,N-dietil-3-metilbenzamida), porém
de acordo com a ANVISA, existem algumas restricbes quanto ao uso deste produto visto que
a partir de estudos de biodisponibilidade, as preparacdes repelentes evidenciaram niveis de
absorcdo na ordem de 9 a 56% nas primeiras horas além de que o mecanismo de acdo do
DEET ainda ndo foi esclarecido, e que algumas hipéteses a respeito do assunto estdo
associadas a capacidade de promover inducdo neuronal, sendo as crian¢as mais sensiveis que
o0s adultos. Desta forma, a ANVISA determina que seja proibido o uso de produtos contendo
DEET em criangas menores de 2 anos e em criancas de 2 a 12 anos a concentracdo ndo deve
ultrapassar o limite de 10%, restrita a apenas trés aplicacbes diarias, evitando-se 0 uso
prolongado.

Diversos estudos vém sendo realizados no sentido de se desenvolver novos produtos
repelentes que atendam aos critérios de um produto ideal e com baixa toxicidade. Os
pesquisadores estdo direcionando os estudos para Oleos esséncias de plantas, com
propriedades repelentes de mosquitos e tem verificado que os terpenos (limondides) sdo os
principais responsaveis pela atividade medicinal e inseticida além de mostrar repeléncia a
insetos [Negrelle e Gomes, 2007]

Diante desses fatos este trabalho teve como objetivo desenvolver uma matriz polimérica
com possibilidade de incorporar éleos essenciais naturais volateis com propriedade repelente
para mosquitos.

Na escolha de um material a ser usado como dispositivo, deve se considerar a finalidade
do uso, as suas caracteristicas e propriedades quimica, toxicoldgica, fisica, elétrica,
morfoldgica e mecanica. A biocompatibilidade dos materiais usados em dispositivos médicos
para uso humano deve ser avaliada de acordo com a eficécia e a finalidade de uso e, para que
seja considerado um biomaterial, estes devem ser atoxicos, funcionais, biocompativeis e
esterilizveis. Na avaliacdo, deve ser levado em conta o material de fabricacdo, aditivos
usados, contaminantes e residuos do processo, substancias lixiviaveis, produtos de
degradacdo, outros compostos e suas interagdes com o produto final, bem como suas
propriedades e caracteristicas [1SO 10993, 1992].

Dentre os biomateriais utilizados destacam-se os polimeros, dos quais o silicone grau
médico, poly(dimethylsiloxane) (PDMS), é bastante empregado. Trata-se de um elastdmero
impermeavel a 4gua, ndo tdxico para as células e permeavel a gases que pode ser usado em
diferentes aplicacdes como dispositivos meédicos, implantes e produtos de liberacdo
controlada de principios ativos [Karlsson e col., 2002; Sia e col., 2003].

2. MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado o silicone grau médico da Nusil®, MED 4735, bicomponente, contendo ou
ndo amido de mandioca do fabricante Lorenz, para obtencdo de uma matriz polimérica
adequada para incorporagdo de Gleos esséncias de plantas.

2.1 Preparo da matriz

A formulagéo foi preparada na proporgédo 1:1 das partes A e B do silicone com adigédo de
10% de amido de mandioca. O silicone foi homogeneizado dentro de um saco plastico
transparente, em calandra. Ap6s homogeneizacdo do silicone foi adicionado o amido e a
mistura passada novamente em calandra até completa homogeneizacéo. A mistura homogénea
obtida de silicone e silicone contendo amido foi transformada em filmes pela passagem na



calandra e estes filmes empacotados adequadamente, foram enviados para irradiacdo na fonte
de Co-60 (Gammacell 200, Atomic Energy of Canada Ltd, CAN) numa dose de 25 kGy e taxa
de dose de 2,28 kGy/h, ao Centro de Tecnologia das Radiacdes — CTR/IPEN.

2.2 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo da matriz quanto aos parametros de fracdo gel e intumescimento fornece
dados importantes que determinam a funcionalidade do produto final. Sendo que, a fragao gel
permite avaliar o nivel de reticulacdo da matriz utilizando-se extrator de Soxhlet e solvente
para remocao da porc¢do sollvel. O teste de intumescimento avalia a capacidade da matriz em
absorver solventes.

Fracdo gel. Amostras de aproximadamente 0,3g das matrizes preparadas em triplicata
foram pesadas e embaladas em tecido tipo rede e colocadas em extrator Soxhlet utilizando
como solvente o xileno por um periodo de 40 horas. Apos este periodo as amostras foram
mantidas em estufa a 50°C até peso constante. O célculo da fracdo gel foi feito utilizando-se a

Eq. (1):
% FG = (mf/mi) x 100 1)

Onde mi = massa inicial e mf = massa final

Intumescimento. Foram pesadas 3 amostras com cerca de 0,3g de cada matriz. As
amostras foram mergulhadas em xileno e medidas da massa foram realizadas a cada hora
durante as 6 primeiras horas e apds 24 horas do inicio do ensaio. O célculo da % de
intumescimento foi feito utilizando-se a Eq. (2):

% Intumescimento = (mf — mi/mi) x 100 (2)

Onde mi = massa inicial e mf = massa final

2.3 Caracterizacdo biologica “in vitro”

Os testes de citotoxicidade envolvem o estudo do efeito toxico que pode estar relacionado
com morte celular, alteracdes na permeabilidade da membrana, inibicdo enzimatica entre
outras alteragdes celulares através de técnica que utiliza cultura de células de linhagens
estabelecidas provenientes de bancos celulares como a American Type Culture Collection
(ATCC) e que pode ser mensurada quantitativamente através de lise celular, inibicdo de
crescimento, entre outros efeitos causados pelo material testado. A necessidade de um
material ser biocompativel esta baseada nos efeitos adversos que podem causar como necrose
ou reabsorcao de tecidos, reacoes celulares e infec¢des, aléem de hipersensibilidade, toxicidade
e carcinogenicidade, com isso, o material a ser utilizado deve ser testado quanto a sua
citotoxicidade, onde este ndo pode ser afetado pelo meio fisiologico.

O teste in vitro de citotoxicidade serve como meio de triagem para uma primeira avaliagdo
quanto a biocompatibilidade do material e apresenta como vantagens o rapido resultado e a
minimizagao do uso de animais [ISO 10993, 1992].

Teste de citotoxicidade. Seguindo normas ISO e metodologia descrita anteriormente por
Rogero e col., os extratos obtidos das amostras imersas em meio de cultura celular foram



colocadas em contato com cultura de células de mamiferos e a toxicidade foi medida pela
capacidade das células vivas e intactas de incorporarem e armazenarem nos lisossomos o
corante vital vermelho neutro [Rogero e col., 2003].

A linhagem celular utilizada foi a NCTC Clone 929 de células de tecido conectivo de
camundongo, originaria da American Type Culture Collection (ATCC CCL 1). O meio de
cultura foi o meio de Eagle (MEM), adicionado de 10% de soro fetal bovino, aminoacidos ndo
essenciais e piruvato de sodio (MEM-uso).

Apos o crescimento confluente da cultura celular em garrafa de cultura, as células foram
destacadas utilizando-se uma solucéo de tripsina 0,2% em tampéo fosfato pH 7,4 (PBS). O
nGmero de células foi contado e a suspenséo celular foi acertada para 3,5x10° células por mL.
Para o preparo da microplaca com células em cultura foram distribuidas 200uL desta
suspensdo celular em cada poco (7x10%céls/poco). A placa foi incubada em estufa mida a
37°C e atmosfera com 5% de CO2 durante 24h, a fim de atingir a confluéncia desejada.
Decorrido esse periodo de incubacdo, o meio de cultura foi desprezado e substituido pelas
diluicdes (100, 50, 25, 12,5 e 6,25%) dos extratos das amostras e dos controles, em triplicata.
O controle positivo empregado foi o latex de borracha natural na propor¢do de 1 cm?/mL do
MEM-uso e o controle negativo foi o polietileno de alta densidade (HDPE), na proporcédo de
0,59 em 5mL MEM-uso. Em cada microplaca séo reservados 6 pocos para o controle de
células do ensaio e a substituicdo do meio de cultura foi feita por MEM-uso fresco. A
microplaca foi deixada em incubadora a 37°C e atmosfera imida contendo 5% CO2, durante
24h. Apdés este periodo os extratos foram substituidos pelo meio de cultura contendo
vermelho neutro e a placa foi deixada por 3h para a incorporagdo do corante vital. Decorrido
este tempo a microplaca foi lavada duas vezes com PBS e uma vez com solucdo de lavagem.
Distribuiu-se 200pL da solucdo de extragdo em cada poco e foi realizada a leitura da
microplaca no espectrofotémetro leitor de ELISA Sunrise da Tecan, apds agitacdo por 10
minutos, em 540nm e filtro de referéncia de 620nm. Obtidos os resultados da leitura em
densidade oOtica, foram feitos os célculos de % de viabilidade celular em relacdo ao controle
de células, consideradas como 100%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes de silicone e silicone contendo amido, obtidos apds a irradiacdo, pela
observacao tactil e visual apresentaram reticulacédo e elasticidade adequadas para o proposito
deste trabalho.

Os resultados da fracdo gel estdo apresentados na Tabela 1. A fracdo gel do silicone

contendo 10% de amido apresentou resultado pouco menor que o silicone puro, nédo
comprometendo a sua reticulagao.

Tabela 1. Resultados do ensaio de fracdo gel das matrizes de silicone

Massa inicial (g) Massa final (g) Fracéo gel (%0)
Amostra Silicone Silicone Silicone Silicone Silicone Silicone
+ amido + amido + amido
1 0,2925 0,3070 0,2814 0,2936 96,2 95,6
2 0,3234 0,3122 0,3111 0,2998 96,2 96,0
3 0,3065 0,3065 0,3045 0,2938 99,3 95,9
Média 97,3 95,8

+ dp +18 0,2




Os resultados do teste de intumescimento estdo apresentados na Tabela 2 e Fig.1,
respectivamente. Ap6s uma hora de ensaio as amostras apresentaram intumescimento acima
de 100%, aumentando com o tempo e estabilizando apds 24h, num nivel de 185% para o
silicone contendo amido e 190% para o silicone puro, como pode ser observado no gréfico da

Fig. 1.

Tabela 2. Resultados do ensaio de intumescimento das matrizes de silicone

% Intumecimento

Tempo
(h) Silicone 4735 Silicone 4735 + Amido
1 1222+ 3,7 132,6 + 10,0
2 157,5+5,6 163,8 £ 9,0
3 1724 +57 1748+ 8,3
4 180,2 £ 6,3 1792+7,3
5 180,0+ 7,0 179,3+7,3
6 184,3+8,0 180,4+ 7,7
24 189,0+6,9 185,6 + 6,5
25 1924 + 6,7 1855+5,7
26 192075 185,1+55
200 + ,éiH
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Figura 1. Curvas de intumescimento do silicone Med 4735 contendo ou ndo amido

Os resultados do ensaio de citotoxicidade estdo apresentados na Tabela 3 e as curvas de
viabilidade celular obtidas estdo na Fig. 2. O indice de citotoxicidade do controle positivo foi
de 42. As amostras de silicone testadas mostraram comportamento semelhante ao controle

negativo, ndo citotoxica.



Tabela 3. Resultados de viabilidade celular do ensaio de citotoxicidade das matrizes de
silicone

% Viabilidade Celular + cv

CEO rlce?tra(l;ao Controle Controle . Silicone 4735
xtrato (%) negativo Positivo ~ Silicone 4735 ="
100 99+5 12+24 106+4 118+3
50 105+17 2412 106+2 106+3
25 99+10 103+3 106+4 104+0
12,5 9710 93+7 96+2 98+16
6,25 88+18 98+6 96+2 103+4

100

B0 o N Ic

—=&— Controple negativo

1| —@— Controle positivo
—A— Silicone 4735

—w— Silicone 4735 + amido
0 T T L T T T T T T L
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Concentracéo extrato (%)

Viabilidade celular (%)

Figura 2. Curvas de viabilidade celular obtidas no ensaio de citotoxicidade das matrizes
de silicone pelo método de incorporacéo do vermelho neutro

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que o silicone aléem de ndo apresentar citotoxicidade
mostrou propriedades fisico-quimicas adequadas, podendo ser utilizado como matriz para
imobilizacéo de 0leos essenciais naturais encapsulados no amido.
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Abstract. Diseases transmitted by arthropods, such as malaria, yellow fever, dengue, among
others, are important issues in public health. Haematophage mosquitoes can transmit
infectious agents by inoculation at bite action. Use topic repellents are one of the alternatives
to repel these insects. Many people show allergic reactions or even intoxication by traditional
repellents. Based on this fact the goal of this work was the development of a polymeric matrix
suitable for immobilization and incorporation of natural essential oils that have repellent
properties. The studies were conducted utilizing medical grade silicone MED- 4735 cross-
linked by ionizing radiation at 25kGy dose, being performed then the physical-chemical
characterization by fraction gel and swelling test, as well as "in vitro" biological
characterization by cytotoxicity test using the neutral red uptake technique. The results
obtained showed that the silicone beyond presented no cytotoxicity showed appropriate
physical-chemical properties and can be used as a matrix for the immobilization of natural
essential oils

Keywords: Silicone, Essencial oils, Physical-chemical characterization, lonizing radiation



