Testes de eficacia de produtos cosmeéticos
repelentes de insetos

Legislacao no Brasil | Metodologias de Eficacia |
Fatores que influenciam o tempo de repeléncia
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Breve Historico
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Nos ultimos anos houve uma evolugdo nos métodos e necessidades.

Testes com animais ( 1920) e Testes in vitro — membranas alimentadoras
com sangue — apresentam pouca correlacdo em relacao aos testes com
humanos. Porgue 0s mosquitos sao atraidos pelo acido latico, octenol,
compostos que nossa pele produz, combinados com
a transpiracao e o didxido de carbono que expelimos é o que atrai
0S mosquitos para picar as pessoas.

Preocupacao cada vez maior com padronizacao de testes com
voluntarios humanos, de laboratorio e/ou de campo: evolu¢cao na nossa
legislacdo definindo os “Guidelines” a serem empregados.




Legislacao nacional

e CATEC n0.02 — de 11/12/2006: DEET

o CATEC n0.02 — de 23/12/2009: DEET e outras substancias e,
estabelece requisitos de: Seguranca (minimo de 3 estudos
toxicologicos) e Eficacia da acdo repelente, no produto acabado.

e Consulta publica no. 3 - 08/02/2011 a 16/03/2011: proposta de
Resolucdo que dispde sobre os requisitos técnicos para
concessao de registro de produtos cosméticos repelentes de
Insetos.
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Legislacao nacional

RESOLUCAO - RDC N° - 19, DE 10 DE ABRIL DE 2013:

* Dispde sobre 0s requisitos tecnicos minimos para a concessao de
registro de produtos cosméticos repelentes de insetos e da outras
providéncias.

« Comprovacao da eficacia (Art. 4° do Capitulo I1) pelos métodos da:

v" Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (EPA):;
v" Organizacdo Mundial de Saude (OMS);

v" ou outras metodologias validadas e reconhecidas internacionalmente.
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Legislacao nacional

« Comprovacao de seguranca de produtos cosméticos repelentes de
Insetos a empresa devera apresentar, no ato da solicitacao do
registro, no minimo, o0s seguintes estudos realizados no produto
acabado:

v | - irritacdo cutanea priméaria e acumulada
v Il - sensibilizacdo cutanea; e
v Il - fotossensibilizacao.

Il Seminario sobre Repelentes Conselho Regional de Quimica — IV Regiao /.
06 de abril de 2017 Comissdo de Cosméticos




Legislacao nacional

Alem de cumprir os requisitos previstos nesta RDC no.19 (2013) devera
cumprir as demais legislacdes especificas de produtos cosmeéticos.

e RESOLUCAO - RDC No. 7, DE 10 DE FEVEREIRO DE 2015:

v" Disp0e sobre 0s requisitos técnicos para a regularizacéo de produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes e da outras providéncias:

v" Repelente Cosmético — Grau risco 2 — sujeito a Registro.
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Meétodos padronizados para testar repelentes de insetos

* EPA-"Environmental e WHO - “World Health
Protection Agency” — Product Organization”
Performance Test Guidelines:

« OPPTS 810.3700: Insect  Guidelines for efficacy testing of
repellents to be applied to mqsquito repellents for human
human skin skin

PA 712-C-10-001, July 7, 2010 WHO/HTM/NTD/WHOPES/2009.4
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Metodologia da EPA - OPPTS 810.3700 (2010)

 Escopo e proposito: avaliar a eficacia de produtos repelentes de insetos e
outros artropodes; aplicavel a formulacoes liquidas, logoes e spray de uso
direto sobre a pele.

« Exigéncias relacionadas:

1. Requerimento de informacdo de consentimento da FIFRA (Federal
Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act) ;

2. Regulamento da EPA de protecao aos sujeitos humanos da pesquisa

3. Estudo deve ser realizado em BPL ou outro sistema de qualidade que
garanta as boas praticas de laboratorio.
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Metodologia da WHO (2009)

» Escopo e proposito: avaliar a eficacia de produtos repelentes de insetos e
outros artropodes que se alimentam com sangue; aplicavel a formulacoes e
pesquisas de formulagdes de uso direto sobre a pele.

» EXxigéncias relacionadas:

v’ Seguir as exigéncias para registro de pesticidas, incluindo repelentes,
determinadas por autoridades nacionais competentes.

v Os materiais devem ter seguranca toxicologica definida.

v" Os estudos de eficacia repelente devem seguir boas praticas de laboratorio
e, devem estar de acordo com a legislacdo Nacional de Etica para
Pesquisa com Seres Humanos.

Il Seminario sobre Repelentes Conselho Regional de Quimica — IV Regiao /.
06 de abril de 2017 Comissdo de Cosméticos




Legislacdo Nacional de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

e Legislacdo Brasileira sobre Bioética— RESOLUCAO N° 466, DE 12 DE
DEZEMBRO DE 2012.

Define as exigéncias éticas fundamentais para execucao de pesquisas com seres
humanos, que implica em garantir:

v" Autonomia do sujeito da pesquisa

v" Beneficéncia — maximo de beneficios e 0 minimo de riscos aos sujeitos participantes
da pesquisa

v Ando maleficéncia — danos devem ser evitados

v" Justica e equidade — objetivo s6cio humanitario ou beneficios para humanidade

v" Visa a assegurar os direitos e deveres que dizem respeito aos participantes da
pesquisa, a comunidade cientifica e ao Estado.

Il Seminario sobre Repelentes Conselho Regional de Quimica — IV Regiao /.
06 de abril de 2017 Comissdo de Cosméticos




Legislacdo nacional de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Legislacao Brasileira sobre Bioética — Resolucéo 466/12.
Detalha todas as exigéncias éticas para uma pesquisa expressas no:

» Consentimento livre esclarecido (TCLE)
» Na previsao de riscos e beneficios e,
» No protocolo de pesquisa

 Regulamenta a estruturacao e funcionamento dos Comites de Etica em
Pesquisa — CEPs e da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP/MS.
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Legislacdo nacional de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

CEP: colegiado interdisciplinar e independente, criado para defender os interesses dos
sujeitos da pesquisa em sua integridade e dignidade e, contribuir no
desenvolvimento da pesquisa segundo padrdes éticos.

v" Avalia os Projetos de Pesquisa.
v' Torna-se co-responsavel pelo seu desenvolvimento.

v' E Institucional e tem por fun¢do avaliar projetos de outras instituicdes que n&o
tenham CEP constituida.
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Legislacdo nacional de Etica em Pesquisa com Seres Humanos -
Documentacgao

Protocolo de Pesquisa = Projeto de Pesquisa + documentos necessarios para
analise do projeto, que incluem, mas, ndo se limitam:

v" Folha de rosto

v" Proprio projeto de pesquisa

v TLCE = Termo de Consentimento Livre Esclarecido

v" Consideracdes administrativas e éticas: Declaracdo de responsabilidades
(pesquisadores, patrocinador, do responsavel pela instituicdo de pesquisa, entre
outras).

v" Curriculum vitae dos pesquisadores

v' Registro no SISNEP (Sistema Nacional de Informaces Sobre Etica em Pesquisa
envolvendo Sere Humanos) via Plataforma Bra}sil — recebe CAAE (nimero de
Certificado de Apresentacao para Apreciacao Etica).
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Procedimentos de Laboratorio
Determinacoes e tipos de produtos

EPA WHO

« Estimativa da dose -  Dose efetiva — material
resposta técnico

* Tempo de protecao contra e Tempo de protecdo completa
mosquitos ou moscas (que ou repeléncia contra
picam) — produtos mosquitos — material técnico
formulados e produtos formulados

o Estudos de Campo  Estudos de Campo
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Procedimentos de Laboratorio
Espécies de insetos (preferencialmente)

EPA WHO
e Mosquitos: e Mosquitos:
v’ Aedes aegypti v’ Aedes aegypti
v" Anopheles sp (A. albimanus) v Anopheles sp (A. albimanus, A.
v’ Culex quinguefascitus stephensi, A. gambiae)

v" Culex quinquefascitus

e Mosca de estabulo: ,
v/ Stomoxys calcitrans e Mosca de estabulo:

v’ Stomoxys calcitrans
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Procedimentos de Laboratorio
Espécies de de significancia para SP/BR

» Cuidados na escolha de Anopheles:

 Devem ser endémicas, representativa(s) para a nossa Saude
Publica;

e [Espécies colonizadas — que possam se reproduzir no laboratorio.

v' Anopheles gambiae: transmissor primario da malaria no sul da
Africa — no Brasil 1930 a 1940 — problema de saude publica.

v' Anopheles stephensi - € o principal mosquito vector de malaria nas
areas urbanas da India.

v Anopheles albimanus - E 0 mais importante vetor da malaria no
litoral do Golfo do México e na regiao do Caribe.
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Procedimentos de Laboratorio
Espécies de insetos de significancia para SP/BR

 No Brasil, cinco espécies sao consideradas como

vetores principais da malaria.

v" Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi — Root, 1926 (Amazo6nia)
v" Anopheles (Kerteszia) cruzi — Dyar & Kanab, 1908 *

v" Anopheles (Kerteszia) bellator — Dyar & Knab, 1908 *
*malaria de bromélias — Vale do Ribeira /SP

Colonizadas (FIOCRUZ)

v -Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis— LynchArribalzaga, 1878
(regiao oriental da América dos sul)

v" Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis — Curry, 1932 (litoral)
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Procedimentos de Laboratorio
Condicoes de criacao/manutencao dos Mosquitos:

EPA WHO

e Femeas adultas, 5a 10 dias Femeas adultas, 5 a 7 dias, pds-

 CondicOes padronizadas de emergencia | |
criacao: Condicdes padronizadas de criacao:

v' Temperatura: 27° + 3°C Temperatura: 27° £ 2°C
v" Umidade relativa; 70-90% Umidade: 70-90%

N&o alimentadas com sangue,
somente com solucao de aglcar

Alimentacdo suspensa 12 horas
antes do teste, se aplicavel

<X °

« Nao alimentadas com sangue
somente com solucéo de agucar

y LSRRG SlspRse L2 2 20 (depende do horéario em que a espécie
horas antes do teste ica)

e Uso Unico e individual e Uso Unico e individual
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Procedimentos de Laboratério
Quantidade de mosquitos/gaiola

EPA

e No minimo 200 mosquitos
fémeas por gaiola de = 61
X 61 x 61 cm (equivalente
a 1 inseto por 1.160 cm?3)

WHO

Cerca de 200-250 mosquitos
fémeas por gaiola de 35 a 40
cm de lado - estimativa do

tempo de protecdo completa

Cerca de 50 a 150 mosquitos
fémeas — estimativa da dose
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Procedimentos de Laboratorio - gaiolas :

» Galolas com luvas; retangular ou quadradas , com uma ou duas
aberturas para manguitos

 (aiolas maiores podem ser usadas (EPA)

e |ndividuais/voluntarios
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Procedimentos de Laboratorio - EPA e WHO
CondicOes ambientais para teste

Espéecie de mosquito especifica:
e Luminosidade

o Temperatura (21° £ 8°C)

e Umidade (55-85%)

 (Gas carbonico (evitar inalar na gaiola)

Il Seminario sobre Repe/entes Conselho Regional de Quimica — IV Regido (3 /< i
06 de abril de 2017 Comisséo de Cosméticos 5




Procedimentos de Laboratorio - EPA e WHO
Voluntarios/Area tratada e preparo

 Preferencialmente: ambos o0s sexos (18-65 anos)

e 12 horas antes do teste, evitar alcool, café e ndo usar cremes, qualquer tipo de
perfumes.

 Ante-braco (do pulso ao cotovelo), previamente lavado com detergente neutro e
alcool 70%.

 Quantidade aplicada: 1 g ou 1 mL para 600 cm?

 Uso de luvas protegendo a méo durante o teste.
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Procedimentos de Laboratério — EPA e WHO
Controles/ Pre-requisitos

 Controle negativo:
Atratividade/repeléncia natural:

um a dois sujeitos durante o  Pré-teste com voluntarios:
teste.
v minimo de 5 pousos em 60
« Controle positivo segundos ou menos (EPA)
(recomendavel): v" 30 segundos ou até
ocorréncia de 10 pousos
(WHO)

DEET, 20% em etanol
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Procedimentos de Laboratorio - EPA e WHO

Teste
EPA WHO
* Aproximadamente ap6s 30 * Apos 30 minutos da
minutos da aplicacdo do produto, aplicacao do produtq,
usando luvas nas m&os, expde- usando luvas nas maos,

expde-se 0 antebraco
tratado a intervalos/tempo
de exposicdo pre-definidos

se 0 antebraco tratado a
Intervalos/tempo de exposicao
pré-definidos

« Exemplo: a cada 30 minutos por » Exemplo: a cada 30 - 60
5 minutos minutos por 3 minutos
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Procedimentos de Laboratorio
“End points” WHO/EPA

» Pousos e/ou sondagens podem significar o final do teste de
eficacia repelente.

* No entanto, pouso nem sempre esta associado com a sondagem,
entdo, registros em separado de cada comportamento sao
necessarios.

« Um repelente pode ser eficaz na reducao da atividade de picar,

mas nao de pousar. Alternativamente, ele pode ser eficaz em
termos de conter pousos, mas 0S mosquitos gue pousam podem

todos picar.
» Ambos 0s cenarios sao importantes na determinacao da eficacia
repelente.
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Procedimentos de Laboratorio
“End points” WHO/EPA

e Com mosquitos, o final do teste de repeléncia pode ser tanto pousos
quanto picadas como eventos que demonstram a falha em repelr.

* Normalmente, adota-se o conceito de “primeiro evento confirmado”:
e Exemplo:

v Um evento confirmado quer dizer que um pouso ou uma picada
seguido por outro evento similar dentro dos 30 minutos ou na
proxima exposicao.
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Procedimentos de Laboratorio
Expressao do Resultados

« Tempo de Protecdo Completa é calculado como o numero de
minutos corridos entre o0 tempo da aplicacdo do repelente e o
primeiro evento confirmado (pouso ou picada).

* A maioria dos estudos de repelentes esta completo em 8 horas ou
menos.

* O numero de voluntarios incluidos deve ser suficiente para permitir
uma analise estatistica.

e A mediana do TPC e o intervalo de confianca podem ser estimados
a partir da andlise da funcéo Kaplan—-Meier. (numero de voluntarios
deve ser maior; exemplo dado pelo “Guide WHO” envolve 48
voluntarios).
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Procedimentos de Laboratorio
Expressao do Resultados - EPA

» Os protocolos devem incluir uma descricdo completa, explicacéo e justificativa dos métodos
estatisticos propostos para analisar ambos os resultados, de determinacdo de dose e de
teste de repeléncia, tendo em conta os objetivos do estudo e variaveis especificas.

e O plano de anélise estatistica deve prever uma distribuicdo normal dos resultados dos
testes.

e Quando os resultados s@o normalmente distribuidos, pode-se relatar a média do TPC entre
todos os individuos tratados com seu erro padréo.

* Quando os dados ndo se encaixam numa distribuicdo normal-tipica de repeléncia, avaliar a
possibilidade de transforma-los para se ajustarem a uma distribuicdo que possa ser
empregado um método parametrico de analise.
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FATORES QUE INFLUENCIAM O TEMPO DE REPELENCIA

 Por definicdo um repelente € uma substancia quimica volatil que induz os
artropodes a se moverem na posi¢ao contraria a sua fonte. Um repelente
ideal deve proteger a pessoa do maior nimero de insetos que picam, por
um longo periodo de tempo e ndo causar reacoes adversas.

e Os humanos atraem 0s mosquitos também quando estdo usando um
repelente, no entanto, 0S mosquitos sao repelidos bem proximo a pele por
causa dos compostos volateis que emanam do repelente dependendo de
seu ponto de fusdo, tambem influenciado pela taxa de evaporacao da pele
e, consequentemente, a distancia com que 0 mosquito permanece.

« Generalmente esta barreira extende-se de poucos centimetros da pele
apos a aplicacao imediata do repelente que requer que 0 composto seja
aplicado uniformemente nas areas da pele a serem expostas.
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FATORES QUE INFLUENCIAM O TEMPO DE REPELENCIA

v Tipo de formulacéo: creme, locdo, aerosol, 6leos, “steaks oleosos

v" Componentes da formulacdo: fragrancias

v Espécies de mosquitos

v’ Fatores ambientais/externos: temperatura do ar, umidade e velocidade do vento; em climas quentes e
Umidos ou com ventos em velocidade alta a eficacia do tempo de repeléncia € geralmente menor e re-
aplicacOes frequentes sao necessarias (padronizados nos testes em gaiolas)

v’ A perda da eficacia € determinada pela taxa de evaporagéo dos repelentes e pela penetracéo
percutanea (tipo de pele pode estar relacionado, como peles mais secas tendem a ter maior protecao
com uso de repelentes)

v Os repelentes perdem facilimente sua eficacia quando lavados, quando esfregados pelo contado com a
roupa ou objetos; o stor além de atrairem 0s mosquitos, dilue o repelente e reduz a eficacia dos
compostos.

v" Os produtos contendo alcool permeiam mais profundamente na pele resultando em perda mais rapida
da eficacia.
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“Arm-in cage Tests” — EPA e WHO

Os experimentos em laboratorio seguindo os procedimentos do teste de repeléncia:
Expde 0s antebracos contra espécies de mosquitos em separado

Padroniza as condi¢fes de modo a minimizar as variaveis tais como velocidade do vento, temperatura e
umidade

Sao mais seguros que os testes de campo porque utilizam mosquitos criados sob condigoes especificas
que ndo transmitem doencas

Emprega voluntarios humanos sem historico de doencas dermatoldgicas, alergia a mosquitos ou a
substancias repelentes

Expde seus antebracos tratados a um numero definido de mosquitos fémeas, adultos, criados sem
alimentagdo com sangue, em gaiolas de tamanho conhecido e em condigdes ambientais favoraveis ao
comportamento de picar

v' Expde uma pequena area do antebrago aos mosquitos usando luvas e por tempo e intervalos de tempo
pré-definidos

L X X XX°

« O numero de voluntarios a ser empregado nao € definido, porém, considerando a variavel humana,
quanto maior o numero de voluntarios melhor sera a determinagao do tempo de protecdao completa.
Considerando as questdes bioéticas e recomendac0es da literatura:

Um minimo de 5 voluntarios se o tempo de repelencia esperado for de 1 a 4 horas;
Um minimo de 10 voluntarios se o tempo de repelencia esperado for de 5 ou mais horas.

AN
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Obrigada pela atencao!

Dra. Marcia R.T. de Camargo Ranzani
marciaranzani@asrlaboratorio.com.br
(19) 3486-2112
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