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RESUMO

A anestesia ndo invasiva com a aplicagdo de gel anestésico no interior da bolsa
periodontal surge como uma alternativa no tratamento periodontal. Esse estudo teve
como objetivo manipular, testar as propriedades fisico-quimicas, de absorgéo
percutdnea de um gel anestésico topico termosensivel (lidocaina/prilocaina 5% -
Teste) e avaliar a sua biocompatibilidade. Foram realizados estudos de pré-
formulagdo, microbiologicos e absorgdo percutanea (AP) in vitro e in vivo do
farmaco. Para biocompatibilidade foram utilizadas 2 técnicas: permeabilidade
vascular (PV) e analise histologica descritiva (AH). Na PV foram utilizados 60 ratos e
3 periodos de observagao (3, 6, 9 horas) em que avaliou-se a area da inflamagao
visualmente e por quantificagdo do corante aplicado sob analise de
espectrofotometria apds implantagcao de 0,1 mL das substancias sendo: G1-Teste;
G2-EMLA®; G3-Poloxamer; G4-Controle. Na AH foram utilizados 60 ratos divididos
em 4 grupos (0s mesmos supra citados) com implantagdo subcutanea de tubos de
polietileno preenchidos com as substéancias, em periodos de 2, 5 e 15 dias. Os
resultados de farmacotécnica mostraram valores de pH=7,71, densidade
(pgel=1,020), ndo ocorrendo crescimento microbiano (gram+, gram- e fungos) na
substancia Teste e mostrando uma boa viscosidade, adequada para uo em cavidade
bucal. A AP ndo mostrou diferengas significativas entre o Gl e Gll com p>0,05
(Mann-Whitney) para os experimentos in vitro e in vivo. Na PV G1 e G2 tiveram
valores maiores (p< 0,05) que G3 e G4. A analise histologica ndo mostrou areas de
necrose, nem resposta inflamatéria severa. Conclui-se que o gel Teste apresenta
propriedades adequadas e mostrou ndo induzir resposta inflamatéria severa no
subcutaneo de ratos, mostrando-se biocompativel quando comparado com o grupo
controle .

Palavras — chaves: Lidocaina; Prilocaina; Anestésicos Topicos.



ABSTRACT

The no invasive anesthesia by application of an anesthetic gel in the interior of the
periodontal pocket appears as an alternative in the periodontal treatment. The
objective of this study was to manipulate, to test the physical-chemical properties, the
percutaneous absorption of a gel thermosetting topical anesthetic
(lidocaine/prilocaine 5% - Test) and evaluates its biocompatibility. Pre — formulation
studies, microbiological and percutaneous absorption (PA) in vitro and in vivo, has
been done. To evaluate aspects of biocompatibility 2 techniques had been done:
vascular permeability (VP) and descriptive histological analyses (HA). In the PV, 60
rats and 3 periods of observation had been used (3, 6, 9 hours) and were evaluated,
visually, for the area of the inflammation and for dye concentration applied, by
spectrophotometric analysis, after implantation of 0,1 mL of the substances: G1-
Teste; G2-Emla®; G3-Poloxamer; G4-Controle. In AH, 60 rats, were divided in 4
groups (in the same way cited before) with subcutaneous implantation of
polyethylene tubes with substances had been used, in periods of 2, 5 and 15 days.
The pharmacotechnical results had shown values of pH=7,71, density (pgel=1,020),
not occurring microorganisms growth (gram+, gram- and fungi) in the substance Test
and showing a good viscosity, adjusted for use in oral cavity. AP did not show
significant differences between the Gl and Gll, with p>0,05 (Mann-Whitney) for the
experiments in vitro and in vivo. In the PV, G1 and G2 had bigger values (p< 0,05)
than G3 and G4. The histological analysis did not show areas of necrosis, nor
severe inflammatory response. It is concluded that the gel Test presents adequate
properties and showed not to induce severe inflammatory response in the
subcutaneous, showing biocompatibility when compared with the control group.

Word keys: Lidocaine; Prilocaine; Topical anesthetics.
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1 INTRODUCAO

O tratamento ndo — cirurgico para a doenga periodontal envolve
etapas imprescindiveis para a obtengdo de um sucesso clinico no tratamento da
doenca periodontal, tais como, a orientagéo de higiene bucal, remogao de fatores
de retencdo e as instrumentagdes supra e subgengival, sendo estas técnicas
que, para um melhor conforto e seguranga, tanto do profissional quanto do
paciente, envolvem o uso de técnicas de anestesia local.

Segundo Goodell; Gallagher e Nicoll (2000) e Saloum et al.
(2000), o medo da anestesia local € comumente descrita pelos pacientes na
clinica odontolégica. A sensibilidade dolorosa sentida pela inser¢cao da agulha, a
duracdo de sua acado e o inconveniente da anestesia dos tecidos moles pode
influenciar a aceitagao dessa técnica pelo paciente (DONALDSON et al., 2003).

Os anestésicos topicos em forma de creme foram desenvolvidos
para contornar essas dificuldades e vem sendo usados na cavidade bucal com
resultados satisfatérios. Munshi; Hegde e Latha (2001) mencionam que o creme
anestésico dermatoldgico a base de lidocaina e prilocaina (EMLA® - Eutetic
Mixture of Local Anesthetics) pode ser usado como terapia alternativa de
anestesia local, substituindo a técnica convencional com inser¢do de agulhas,
principalmente na dentistica em Odontopediatria. Mcmillan; Walshaw e Meechan
(2000) relatam que esse anestésico topico € mais efetivo que a lidocaina
injetavel, bem como citam que possui um tempo de agdo curto, propicio para
realizagcado de cirurgias em mucosas. Donaldson e Meechan (1995) sugerem que
o EMLA® pode ser de grande ajuda para a anestesia em procedimentos

periodontais ndo-cirurgicos, quando o tecido gengival precisa ser manipulado.



Vickers et al. (1997) relatam que em 75% dos individuos participantes do estudo,
o0 qual envolveu a avaliacido da dor em procedimentos restauradores, o creme
promoveu anestesia satisfatoria.

A anestesia ndo-invasiva, com a aplicagdo de gel anestésico no
interior da bolsa periodontal, surge como uma alternativa no tratamento
periodontal ndo—cirurgico. Um novo anestésico em gel, a base de lidocaina (25
mg/g) e prilocaina (25 mg/g) - Oraqix® - foi desenvolvido para fornecer um melhor
controle da dor em técnicas de instrumentagado subgengival, sendo utilizado de
maneira nao-invasiva dentro do sulco/bolsa periodontal (DENTSPLY, 2005). O
gel consiste num sistema termosensivel que permanece como um fluido de baixa
viscosidade a temperatura ambiente, porém transformando-se em um gel elastico
no contato com a temperatura corporal. (FRISKOPP; NILSSON; ISACSSON,
2001; MAGNUSSON et al., 2003).

O objetivo de Donaldson et al. (2003) foi determinar a eficacia
anestésica de um gel termosensivel (Oragix ®) mediante comparacdo com um gel
placebo para o tratamento nao-cirurgico da doenga periodontal, concluindo que o gel
teste mostrou ser mais efetivo que o gel placebo na redugdo da sensibilidade
dolorosa durante a instrumentagao periodontal, principalmente quando relacionadas
a bolsas profundas e a um maior indice de sangramento.

van Steenberghe et al. (2004) avaliaram a preferéncia dos pacientes
utilizando, para o tratamento ndo — cirurgico da doenga periodontal, dois tipos de
técnicas anestésicas, uma com anestesia injetavel (lidocaina 2% com adrenalina) e
com um gel anestésico termosensivel (lidocaina 25mg/g e prilocaina 25mg/g —
°)

Oraquix ~). A aplicagdo do gel anestésico de maneira subgengival ofereceu

vantagens em relagdo a anestesia convencional, de acordo com o ponto de vista dos



pacientes, mesmo que uma minoria deles tenha necessitado de complementagao
anestésica injetavel para o adequado controle da dor.

Evidencia-se, portanto, a necessidade de se desenvolver uma
técnica anestésica que seja de mais rapida acao, de simples aplicagao e que seja
indolor, proporcionando maior conforto para o paciente e seguranga para o
profissional. Para que isso seja possivel faz-se necessario que existam

substancias e técnicas anestésicas que possam suprir esses objetivos.



2 REVISAO DE LITERATURA

No ultimo levantamento epidemiolégico em saude bucal, de 1986,
que utilizou o “Community Periodontal Index of Treatment Needs” (CPITN) para a
obtencao de dados sobre a doenga periodontal no Brasil, foi relatado que 5,2% e
7,4% da populagao entre 35/44 anos e 50/59 anos, respectivamente, tinham um ou
mais dentes com profundidade de sondagem maior ou igual a 5,5 mm (BRASIL,
1988). Os resultados do estudo de Susin et al. (2004) mostraram que a perda de
tecido de insercao e, consequentemente, a existéncia da doenca periodontal, é
bastante prevalente na populagdao urbana adulta. Aproximadamente trés, de cada
quatro individuos com idade superior a 30 anos, apresentava pelo menos um
elemento dentario com perda de insergéo clinica maior ou igual a 5 mm, e mais da
metade dos sujeitos participantes da pesquisa, possuiam um ou mais dentes com
perda de insergao clinica maior ou igual a 7 mm.

Para eliminar ou controlar a doenca periodontal, devido a sua
extensao e severidade, que pode variar de acordo com o paciente, se faz
necessarias varias sessbes para instrumentacdo subgengival, técnica mais
comumente usada para esse tratamento, segundo Pihlstrom et al. (1999) até que se
garanta a descontaminagdo de todas as regides infectadas na cavidade bucal. A
grande maioria dos procedimentos que envolvem o tratamento da doenga
periodontal, implicam no uso de algum tipo de procedimento anestésico local para o
controle da sensibilidade dolorosa. De uma maneira geral, o numero de bolsas
periodontais e o grau de severidade da doenga em um paciente podem variar,
influenciando diretamente no volume e no numero de intervengdes anestésicas,

quando do tratamento. (CARR; HORTON, 2001; FRISKOPP; NILSSON; ISACSSON,



2001; JEFFCOAT et al., 2001; DONALDSON et al., 2003; MAGNUSSON et al.,
2003; PERRY; GANSKY; LOOMER, 2005).

Segundo Regatieri (2005) sédo diversas as técnicas de utilizagdo de
anestesia local (AL). A anestesia local infiltrativa, também chamada de anestesia
periférica ou terminal, ocorre quando infiltramos diretamente o tecido que vai ser
operado, sem visar o bloqueio de um nervo ou plexo ou da medula espinal. Nas
diferentes técnicas de anestesia regional, utilizamos AL para bloquear nervos
(bloqueio de um nervo ou troncular) ou plexos (plexo braquial por via axilar) ou a
medula espinal (a nivel do neuro eixo como as anestesias peridural e a raquidiana).

Dentre as técnicas para o controle da dor durante os procedimentos
de instrumentagdo periodontal nao-cirurgico, utilizam-se, mais comumente, as
anestesias infiltrativas ou de bloqueio regional, associadas ou ndo ao uso de algum
método auxiliar, como por exemplo, os anestésicos de origem topica (JEFFCOAT et
al., 2001; FRISKOPP; NILSSON; ISACSSON, 2001; DONALDSON et al.,
2003; MAGNUSSON et al., 2003). Entre os varios sais anestésicos usados para o
bloqueio da sensibilidade dolorosa, durante os procedimentos terapéuticos, estao os
anestésicos do tipo amida, como, por exemplo, a lidocaina e a prilocaina (SHIN;
CHO; YANG, 2004) e os anestésicos do tipo éster, como a procaina e a
propoxicaina (MALAMED, 2005).

Os anestésicos locais (AL) sdo farmacos que bloqueiam
reversivelmente a condugao do impulso nervoso, entre eles, aqueles envolvidos com
estimulos nociceptivos, promovendo anestesia local com intensidade que, muitas
vezes, permite a dispensa do uso de anestésicos gerais (ARAUJO; AMARAL, 2004;
PIPA VALLEJO; GARCIA-POLA VALLEJO, 2004; MALAMED, 2005; REGATIERI,

2005)



De uma maneira geral, relata-se que seu mecanismo de agao esta
ligado ao bloqueio dos canais de soédio, impedindo a despolarizagdo neuronal,
mantendo a célula em estado de repouso, atuando na paralisagao das terminacdes
nervosas sensitivas periféricas (REGATIERI, 2005). Geralmente, os principios ativos
de lidocaina e prilocaina tém sido utilizados em sua forma ionizada (cloridrato) para
realizacéo de anestesia local (ROBERTS; SOWRAY, 1995; VASCONCELOS et al.,
2002; MALAMED, 2005)

A lidocaina, foi sintetizada no ano de 1943 pelo farmacéutico sueco
Nils Lofgren e, cinco anos mais tarde, foi o primeiro anestésico local do tipo amida a
ser comercializado (ROBERTS; SOWRAY, 1995; VASCONCELOS et al., 2002; PIPA
VALLEJO; GARCIA-POLA VALLEJO, 2004; MALAMED, 2005).

Sua introdugéo na pratica clinica, como a droga de escolha para o
controle da dor, transformou a odontologia ao substituir a procaina, unico anestésico
local até entdo utilizado pela comunidade odontolégica (MALAMED, 2005).
Comparada a procaina, a lidocaina tem um inicio de acgao significativamente mais
rapido, produzindo anestesia mais profunda, com maior duragdo e maior poténcia.
Segundo Malamed (2005), Vasconcelos et al. (2002) e Araujo e Amaral (2004) a
alergia a anestésicos locais do tipo amida é praticamente inexistente. Essa é a
principal vantagem clinica da lidocaina (e de todas as amidas, incluindo-se a
prilocaina) sobre os anestésicos locais do tipo éster.

A lidocaina (Figura 01) €& quimicamente designada como 2-
dietilamina-N-2,6-dimetilfenil-acetamida e tem uma particdo de 6leo em agua em
uma taxa de 43 em pH 7,4. O pKa da lidocaina é de 7,86 (DENTSPLY, 2005). E
metabolizada pelo figado, por oxidases microssomiais, e oxidada em

monoetilglicerina e xilidida. Sua excregao € realizada pelos rins, com menos de 10%



de sua forma inalterada e mais de 80% na forma de varios metabdlitos. Possui
propriedades vasodilatadoras, em concentragdes usadas na odontologia, com meia-

vida de aproximadamente 90 minutos (MALAMED, 2005).

CHs
CoHs
NH—CO—CH,—N
CoHs
CHs

Figura 1 — Estrutura quimica da lidocaina

A prilocaina (Figura 02) € quimicamente designada como N-2-metil-
fenil-2-propilamino-propanamida, tem uma particdo de 6leo em agua em uma taxa
de 25 em pH de 7,4, pKa de 7,89 (DENTSPLY, 2005) e foi desenvolvida em 1953
por Lofgren e Tegnér, porém sé foi descrita em 1960 e comercializada em 1965,
apos aprovagao da Foods and Drugs Administration (FDA) americana (ROBERTS;
SOWRAY, 1995; VASCONCELOS et al., 2002; MALAMED, 2005). Difere de maneira
significativa da lidocaina, sendo uma amina secundaria. E hidrolisada diretamente
pelas amidases hepaticas em ortotoluidina e N-propilalanina. O diéxido de carbono é
0 seu principal produto final da biotransformagédo. A eficiéncia da degradacdo da
prilocaina pelo organismo é demonstrada pela fragdo extremamente pequena do
farmaco recuperada intacta na urina. Por ser melhor metabolizada pelos rins, sua
remogao da corrente sanguinea € mais rapida quando comparada com a lidocaina.
Assim como a lidocaina, também tem propriedades vasodilatadoras em
concentragdes usadas em odontologia, e uma meia-vida aproximada de 90 minutos

(MALAMED, 2005).
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Figura 2 — Estrutura quimica da prilocaina

A comunidade odontolégica tem utilizado esses sais principalmente
sob sua forma injetavel, mesmo sabendo que nem sempre esse procedimento
anestésico é o preferido dos pacientes, pelo desconforto que provocam. Como para
eliminar ou controlar a periodontite sdo necessarias, por vezes, varias sessdes de
instrumentagcdo subgengival em diferentes regides da cavidade bucal, implicando,
como ja mencionado anteriormente, em aumento da quantidade de procedimentos
anestésicos, tornou-se necessario desenvolver procedimentos que, além de reduzir
o medo e ansiedade sentidos pelo paciente frente a presencga fisica de agulhas e
seringas, fossem de mais rapida agao, indolores e de simples aplicagdo para
proporcionar, ao paciente, maior conforto e permitir, ao profissional, maior facilidade
no tratamento. (PERRY; GANSKY; LOOMER, 2005).

Recentemente, o uso de adesivos impregnados com lidocaina
encontrou aplicabilidade no tratamento da dor neuropatica (DEVERS; GALER, 2000)
e para o controle da dor durante procedimentos nao—cirurgicos para o tratamento da
doencga periodontal (PERRY; GANSKY; LOOMER, 2005). Em sua forma de base
(livre), a lidocaina em conjunto com a prilocaina torna-se uma mistura eutética
(mistura de substancias em forma de pd que, ao serem misturadas, ficam em
equilibrio resultando em um liquido) incorporada em um gel termosensivel, que tém
sido usada para realizagdo de anestesia nao-invasiva, principalmente para as

técnicas nao-cirdargicas de controle da doenga periodontal (MEECHAN;



THOMASON, 1999; DONALDSON et al.,, 2003; MAGNUSSON et al., 2003;
van STEENBERGHE et al., 2004b).

Portanto, as tecnologias de liberagdo modificada de farmacos, como
por exemplo, a aplicagao tépica de gel termosensivel dentro das bolsas periodontais,
oferecem numerosas vantagens, quando comparadas as formas farmacéuticas
convencionais (anestesia injetavel), tem permitido obter uma maior eficiéncia, a
reducao da toxicidade e o aumento da adesao e conveniéncia do paciente (KUMAR,
2000; AULTON, 2005).

Atualmente, observam-se no mercado, formas farmacéuticas que
apresentam as caracteristicas descritas acima como, por exemplo, os cremes e géis
a base de lidocaina e prilocaina. Dentre os mais estudados podemos citar o EMLA ®
(AstraZeneca do Brasil Ltda) e o Oragix ® (DENTSPLY International Inc.). Dos varios
sistemas de liberacédo de farmacos, o de liberagao percutanea tem sido amplamente
utilizado como um sistema avangado apresentando algumas vantagens no controle
e manutengcdo de varios principios ativos de agao local. Em suas aplicagdes
percutaneas ou ainda para o uso em odontologia, os anestésicos locais devem
permanecer na superficie da pele ou da mucosa bucal em sua forma n&o-ionizada,
além de estar em sua forma lipofilica, para que haja um maior periodo de
substantividade, para que ocorra penetracdo no estrato cérneo e consequente
dessensibilizagdo da area desejada (SHIN; CHO; YANG, 2004).

Segundo Malamed (2005) o creme EMLA © - “Eutetic Mixture of
Local Anesthetics” — composto de lidocaina 2,5% e prilocaina 2,5%, € uma emulséo
na qual a fase oleosa € uma mistura eutética de lidocaina e prilocaina numa
proporcao de 1:1 por peso. Foi criado como anestésico tépico para ser capaz de

fornecer anestesia superficial da pele intacta (os outros anestésicos tépicos néo



produzem acao clinica sobre a pele integra, apenas sobre a pele que sofreu
abrasao), e, como tal, é utilizado principalmente antes de procedimentos dolorosos,
tais como pungao venosa e outras insergdes de agulhas.

Como o EMLA ® ¢é eficaz na penetracdo da pele intacta, sua
capacidade de produzir anestesia tépica na cavidade bucal parece 6bvia, tendo em
vista a mucosa apresentar uma permeabilidade maior que a epiderme, devido a
menor queratinizacdo de suas camadas mais externas. Embora o rétulo da
embalagem (EMLA, 2004) indique seu uso antes de anestesia infiltrativa, ndo existe
nenhuma observagao que possa ser usado em cavidade bucal, mesmo para esses
fins. Porém, varios estudos clinicos foram publicados demonstrando resultados
satisfatérios (DONALDSON; MEECHAN, 1995; VICKERS et al.,1997; MCMILLAN;
WALSHAW; MEECHAN, 2000; MUNSHI; HEGDE; LATHA, 2001).

O Oragix ®, segundo o fabricante e relatos de artigos cientificos
(FRISKOPP; NILSSON; ISACSSON, 2001; JEFFCOAT et al., 2001; DONALDSON et
al., 2003) é definido como uma substancia farmacéutica que contém 25 mg/g de
lidocaina e 25 mg/g de prilocaina, bem como, acido cloridrico (adjuvante
farmacotécnico ao ajuste do pH), agua destilada e um agente termosensivel que faz
com que a mistura se transforme do estado liquido, em temperatura ambiente, para
um estado de gelificagcdo, na temperatura da cavidade bucal. Essa propriedade
permite as substancias ativas permanecerem em posigao por um tempo suficiente
para que se dé uma acao efetiva, proporcionando uma anestesia adequada na
regido de eleigdo. Apesar de conter os mesmos farmacos do EMLA ® esse gel foi
desenvolvido especialmente para ser utilizado em cavidade bucal, principalmente
em procedimentos para o controle nao-cirurgico da doenga periodontal, onde é

implantado dentro do sulco gengival e bolsa periodontal.



As formas farmacéuticas descritas acima como agentes
termosensiveis, sdo conhecidas como poloxamers, que sédo blocos de copolimeros
sintéticos formados por cadeias de oxietileno hidrofilico e cadeias de oxipropileno

hidrofébico (Figura 3).

G
HOJECH2—CH2—O}—ECH2—CH—O}—ECHZ—CHz—O}H
a b a

Figura 3. Estrutura quimica do poloxamer

As letras a e b representam cadeias hidrofilicas e hidrofdbicas
respectivamente. As matérias primas usadas no delineamento da forma

® _ Lutrol F 68 ©® e Lutrol F 127 © - possuem cadeias

farmacéutica do Oraqix
poliméricas de longa extensao, sendo (a = 80) e (b = 27) para o primeiro e (a = 101)
e (b = 56) para o segundo (DENTSPLY, 2005).

De acordo com o fabricante, o Oraqix ® & considerado como uma
microemulsdo. Segundo Scherlund et al. (2000), as microemulsdes sado sistemas
bem conhecidos por sua excelente estabilidade em longo prazo e por seu facilitado
método de preparo. Elas sdo definidas como sistemas contendo agua, 6leo e
anfifilicos (molécula que tem ao mesmo tempo um carater hidrofilico e hidrofébico,
constituindo uma unica solugdo liquida opticamente isotropica e
termodinamicamente estavel).

Além da estabilidade fisica e da facilidade em sua preparagao,
principalmente em relagao aos tratamentos nao-cirurgicos das doencgas periodontais,

as grandes vantagens de uma forma farmacéutica em microemulsio, de acordo com

Scherlund et al. (2000), sdao: uma alta taxa de liberacdo das substancias ativas da



férmula, devido ao menor tamanho das particulas quando comparadas com as

emulsdes, como € o caso do EMLA®.

2.1 ESTUDOS DE PARE-FORMULAQAO FARMACOTECNICA (DELINEAMENTO DE
FORMAS FARMACEUTICAS)

O amplo conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos
farmacos, dos adjuvantes farmacotécnicos, e dos processos envolvidos na
fabricagcdo de férmulas magistrais € imperativo para o desenvolvimento de
medicamentos que cumpram com o0s requisitos basicos de eficiéncia terapéutica e
de segurancga. Antes do desenvolvimento de uma forma farmacéutica em posologia
adequada, é de essencial importancia que ela seja caracterizada quimica e
fisicamente. Os estudos de pré-formulagdo proporcionam o tipo de informagéo
necessaria para se delinear a forma farmacéutica mais indicada. Essas informacoes
subsidiam a combinagdo dos farmacos com os ingredientes farmacotécnicos,
assegurando qualidade ao medicamento, dentro da posologia terapéutica (AULTON,
2005).

Segundo Aulton (2005), no ambito das ciéncias farmacéuticas, o
termo “estudos de pré-formulagdo” vem sendo substituido por “delineamento de
formas farmacéuticas”. Este ultimo termo é utilizado para abranger os varios topicos
da area, que estdo associados as diferentes etapas as quais um farmaco é
submetido até chegar ao seu desenvolvimento final, ou seja, as etapas que sucedem
a descoberta ou sintese do farmaco, o seu isolamento, a purificagédo, os testes dos
efeitos farmacoldogicos e de problemas toxicolégicos. Colocado de modo mais

simples, delinear formas farmacéuticas significa transformar um farmaco em um



medicamento. Em relacdo a esse aspecto, ha trés tdpicos principais a seres
considerados:

1. As propriedades fisico-quimicas do préprio farmaco;

2. Suas caracteristicas biofarmacéuticas, tais como o motivo pelo
qual a via de administracdo afeta a velocidade e a extensao da absorgao de
um farmaco no organismo;

3. As caracteristicas terapéuticas da patologia a ser tratada, que
definem o tipo de forma farmacéutica mais adequada, as possiveis vias de
administracao e a frequéncia de dosagem do farmaco em pauta.

Os testes de pré-formulacdo consistem nos passos a serem
considerados antes do inicio da formulagdo propriamente dita. A pré-formulagéo
envolve uma completa compreenséo dos aspectos fisico-quimicos das moléculas do
farmaco e dos adjuvantes e da sua interagdo na forma farmacéutica (AULTON,
2005).

Guedes (1987) relata que todo o produto pronto deve ter sua
monografia analitica contendo as especificagdes e métodos analiticos, os mais
precisos possiveis, além de dados de como: nome e numero, testes de pré-
formulacdo recomendados, quantidade e reagentes para cada teste, equipamento
necessario, descrigao técnica a ser empregada, equagdes para calculo e resultados.

E muito util, por duas razdes principais, a toxicolégica e a
terapéutica, poder prever por qual caminho determinados materiais penetram na
pele. A quantidade de determinada substancia que é capaz de penetrar na pele e a
sua distribuicao, relacionada com a concentragao da droga, sdo importantes fatores
para a avaliacdo do risco e no desenvolvimento das formulagbes para

medicamentos de aplicagao topica e transdérmica (HOWES et al., 1996).



Embora a pele tenha sido dividida histologicamente em epiderme,
derme e hipoderme, coletivamente ela pode ser considerada como uma s6 barreira.
A passagem através deste conjunto pode ocorrer por meio de: penetragédo
transcelular, penetragao intercelular e penetracdo via anexos (foliculos pilosos,
glandulas sebaceas, sudoriparas e aparatos pilo - sebaceos) (SHAEFER;
REDELMEIER, 1996). Na superficie da pele, a formulagado entra em contato com os
restos celulares, microrganismos, lipidios e outros materiais, que nao afetam a
permeacao (BRESOLIN et al., 2003).

Segundo Howes et al. (1996), as propriedades da pele como
atuacao de barreira ou de protegcao residem em sua camada mais externa, o estrato
cérneo (EC), o qual tem aproximadamente 15 um em um tecido normal. Na pele, o
EC atua como dupla barreira, tanto externamente, para limitar a evaporagao (perda)
de agua do corpo, quanto internamente, para permitir a absor¢éo percutanea de
agentes externos. Além disso, o EC retém agua de maneira eficiente e desse modo
mantém a lisura e flexibilidade da superficie da pele.

Da mesma maneira, o epitélio da mucosa bucal também é composto
de camadas. Porém, diferentemente da pele, a mucosa bucal pode ter algumas
variagdes em relacado a presencga e quantidade de queratina, caracteristica principal
do EC, em suas camadas mais superficiais, pois pode apresentar-se
ortoqueratinizada (totalmente queratinizada) ou paraqueratinizada (quando a
queratinizacdo ndo é completa) ou mesmo nao-queratinizada (situagdo na qual
todas as células presentes ainda tem nucleos em seu interior). Segundo Katchburian
e Arana (1999), no epitélio ndo-queratinizado, que compreende as mucosas de
revestimento (assoalho bucal, palato mole, mucosa alveolar, mucosa jugal e ventre

de lingua), ndo existe a presengca dos estratos mais superficiais (granuloso e



cérneo). Apesar disso, continuam a apresentar células semelhantes as encontradas
nas camadas superficiais da pele, sendo, portanto denominada somente como
estrato superficial. Conclusdes semelhantes foram relatadas por Florence e Attwood
(2004) que afirmam que a mucosa bucal funciona primariamente como uma barreira,
pois é pouco permeavel. O epitélio de revestimento da mucosa jugal é considerado
dos mais espessos da mucosa bucal, pois possui aproximadamente 600 uym de
espessura (KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

A absorg¢ao percutanea de um composto é fortemente determinada
pelas suas propriedades fisico-quimicas. Embora a formulagdo tenha um papel
importante na determinagao do fluxo do composto através da pele, geralmente nao
influencia a absor¢do mais que 10 a 20 vezes. Em contraste, o fluxo da absorgao,
dependendo das varias classes quimicas de compostos, pode ser 107 vezes maior.
Em consequUéncia, € essencial entender a habilidade de um composto em passar o
estrato cérneo antes de estudar o quanto uma formulacdo pode promover ou
modificar a penetragdo do mesmo (SHAEFER; REDELMEIER, 1996).

Segundo Bresolin et al. (2003), para efetuar correta selecdo de
farmacos é recomendado observar as propriedades fisico-quimicas que permitem
atravessar (via transporte passivo) a barreira da pele em niveis aceitaveis, tais
como, baixo peso molecular (maximo 600 Da), estabilidade, adequada solubilidade
Oleo/agua, alto coeficiente de particdo, baixo ponto de ebuligdo, polaridade, n&o ser
ou nao estar ionizado, alta poténcia, meia vida biolégica pequena e nao ser irritante
para a pele.

As drogas contidas em uma formulacdo com mais de uma fase
(aquosa e oleosa) se movem de uma fase liquida para outra, de maneira

dependente de sua concentracdo relativa e de sua afinidade por cada fase. Desse



modo, uma droga se movera do sangue para os tecidos extracelulares, se houver
uma afinidade apropriada entre membrana celular e a fase nao-sanguinea. O
movimento de moléculas de uma fase para outra é€ chamado de partigdo
(FLORENCE; ATTWOOD, 2004). A particao pode ser medida por determinagao do
coeficiente de partilha em sistemas 6leo-agua, tal como octanol-agua ou cloroférmio-
agua. O coeficiente de partilha é definido como a razao entre o farmaco nao ionizado
distribuido entre as fases organicas e aquosas em equilibrio (Figura 4). Segundo
Fiese e Hagen (2001) o coeficiente de partilha esta relacionado a determinagéo da

lipofilia de um farmaco.

A analise dos grupamentos funcionais de um composto, bem como
seu coeficiente de particdo, podem predizer adequadamente os coeficientes de

permeabilidade na absorgdo percutanea (GUY; POTTS, 1992).

Pol/a:| Cdleo |xequilibrio

C 4gua

Figura 4. Formula do coeficiente de partilha.

Para algumas séries de compostos, o coeficiente de partilha constitui
uma forma expedita de rastreio para a determinacdo do comportamento in vivo. Para
a administracdo de farmacos, o equilibrio lipofilico/hidrofilico, constitui um fator
determinante para a velocidade e extensdo da absor¢cdo do farmaco. Embora os
resultados do coeficiente de partilha por si s6 ndo permitam prever a absorgao in
vivo, constituem uma forma de caracterizagao da natureza lipofilica ou hidrofilica do

farmaco (FIESE; HAGEN, 2001).



A liberacdo de um agente terapéutico de uma formulacao aplicada
na superficie epitelial e seu transporte para a circulagao sistémica, chamada de
absorcao percutadnea, € um processo de varias fases que envolvem: (a) dissolugéo
do farmaco na formulacdo e sua liberacao, (b) particdo dentro da camada mais
externa da pele (estrato corneo), (c) difusdo através do estrato cdérneo,
principalmente via lipidios intracelulares (este passo limita muitos compostos), (d)
particdo a partir do estrato cérneo dentro da epiderme aquosa viavel, (e) difusao
através da epiderme viavel e dentro da derme superior, e (f) difusdo dentro da rede
de capilares locais e eventualmente o sistema circulatério (HOWES et al.,1996;
BRESOLIN et al., 2003).

A absorgao percutanea pode ser determinada por intermédio de dois
métodos principais: as técnicas in vitro e as técnicas in vivo.

Os estudos em humanos sem duvida s&o o “padréo de ouro” para as
pesquisas em absorcdo percutdnea. O propdsito de qualquer estudo de absorgao
percutanea em humanos deve ter objetivos claros, como por exemplo, quando ha a
necessidade de formular uma nova droga farmacéutica (HOWES et al., 1996).

Ja é bem estabelecido que a principal barreira da pele é constituida
pelo estrato cérneo, a qual também serve de reservatorio para as substancias
aplicadas topicamente (ROUGIER; LOTTE, 1993; HOWES et al., 1996; BRESOLIN
et al., 2003). Portanto pode-se estabelecer uma correlagdo com a quantidade do
farmaco absorvido nessa camada, tanto na pele quanto na mucosa bucal, e a
quantidade dessa substancia liberada do veiculo. O método emergente para este
tipo de estudo € chamado de “Tape Stripping”. O “Tape Stripping” da pele € um

procedimento cientifico extremamente eficaz para se avaliar a quantidade maxima



de absorg¢ao percutdnea que pode se esperar de uma aplicagao tépica (SHAEFER;
REDELMEIER, 1996).

Nesse procedimento, a penetragdo do farmaco é estimada por meio
da sua quantidade restante, recolhida quando da remocgéao das fitas adesivas, apos
um determinado tempo de aplicagdo da substancia. Em outras palavras, dentro de
um periodo de tempo limitado de exposi¢do ao farmaco, a fragdo da dose que
penetra no estrato cérneo, tanto da pele quanto da mucosa é a soma do produto
obtido quando da remocgao das fitas adesivas e que nao pdde ser removido por uma
simples lavagem mecéanica e que, portanto, alcangara a circulagdo sanguinea e
consequentemente sera excretada (HOWES et al., 1996).

A utilizacdo desse método parece ser mais acessivel para o teste de
novas drogas e, portanto pode prever seus efeitos toxicos e farmacolégicos.
Também pode evitar algumas dificuldades éticas de experimentos em humanos,
particularmente no caso de agentes potencialmente téxicos até porque, é bem
estabelecido em literatura, que esse método nao é considerado invasivo (ROUGIER,;
LOTTE, 1993).

Entre a literatura cientifica pertinente sobre esse assunto podemos
verificar que existem inumeros trabalhos que relatam o desenvolvimento de
medicamentos de liberagdo topica e/ou transdérmica e avaliacdo de formulas
farmacéuticas para liberagdo topica de farmacos em cavidade bucal, como, por
exemplo, o trabalho de Shin; Cho e Yang (2004) que desenvolveram um gel
anestésico a base de lidocaina em gel de hidrixipropil-metilcelulose e poloxamer 407
para determinar a praticidade da liberagdo das substancias frente a incorporagao de
diferentes promotores de absor¢dao, mostrando a importancia desse tipo de veiculo

para sistemas de liberagao controlada de farmacos.



Junginger; Hoogstraate e Verhoef (1999) estudaram, in vitro, a
liberagdo de dextranas de diferentes pesos moleculares como um composto modelo
para peptideos e proteinas através da mucosa bucal, bem como, a liberagdo de
farmacos in vivo, em porcos. O objetivo da pesquisa foi investigar as propriedades
de permeacgao da barreira do epitélio bucal, com ou sem a incorporagéo de
promotores de absor¢do na formulagdo desenvolvida, e também determinar os
caminhos de transporte dos compostos modelo através da mucosa bucal.

Além disso, pesquisas como as de Reddy et al. (2002) e Loffler;
Dreher e Maibach (2004) estudaram o aperfeicoamento dos protocolos para a
realizacado dos trabalhos de absorgéao percutanea que envolvem o método do “Tape
Stripping” observando variaveis como, o sitio anatdbmico em que sera realizada a
técnica, a pressdo exercida sobre a fita adesiva, bem como a duragdo dessa
pressao, e ainda, a velocidade em que o adesivo é removido, podem influenciar na
coleta dos dados, gerando ou nao vieses de aferi¢ao.

Uma outra maneira para se estabelecer os graus de absor¢ao de um
determinado farmaco, como ja citado anteriormente, sdo os estudos in vitro e, dentre
eles, tem-se enfatizado o uso do sistema de células de difusdo. Esse método
determina a quantidade da substancia ativa testada que ultrapassa as camadas
superficiais da pele e, consequentemente, € incorporada a circulagdo sanguinea
(OECD, 2004).

Apesar dos estudos de difusdo de células serem utilizados de
diferentes maneiras, existem realmente apenas dois tipos basicos: as células de
uma camara e as de duas camaras. A primeira € composta por uma camara situada
abaixo da porgao da pele em estudo, existindo contudo, uma comunicagao entre a

camada superficial desta e 0 meio ambiente. A segunda possui duas camaras de



volumes iguais que sao separadas pela pele (BRONAUGH, 1996). Cada método tem
sua indicagao dentro dos estudos de absorgao percutanea.

A exposicao da pele as substancias que irdo permea-la, geralmente,
ocorre sob condi¢des bastante diferentes daquelas criadas quando se opta pelo uso
do sistema de duas camaras, pois, de maneira clinica, na maioria das vezes, nao se
oclui a substancia de aplicagdo. Por isso mesmo, o ideal € se optar pelo uso do
sistema de uma camara que, certamente reproduz, mais fielmente as condi¢des
encontradas no tratamento dos pacientes (BRONAUGH, 1996).

A camara, situada abaixo da pele, serve como um compartimento
para o fluido receptor que estd continuamente em agitacdo magnética. Este ira
receber as substancias ativas permeadas através da pele para, posteriormente, ser
coletado e analisado em relacédo a quantidade total dos farmacos absorvidos. As
células de difusdo devem garantir um bom vedamento ao redor da pele e permitir
uma facil coleta do fluido receptor. Devem ser feitas de um material inerte, como, por
exemplo, vidro, para minimizar as interagbes com as substancias testadas
(BRONAUGH, 1996).

Juhlin; Hagglund e Evers (1989) avaliaram a absor¢ao da lidocaina e
prilocaina apds a aplicacdo do EMLA® sobre a pele humana normal (Grupo controle,
n=30) e pele doente (Grupo teste — pacientes com psoriase, dermatite atépica e com
dermatite de contato, n=12) por um periodo de 1 a 2 horas, com ajuda de bandagem
oclusiva. O método utilizado para a analise da absor¢do das drogas empregou
coleta sanguinea dos voluntarios, em diferentes tempos, para posterior andlise em
fragmentografia. A absor¢ao da pele doente foi mais rapida quando comparada com
a pele normal, com concentragdes plasmaticas maiores e uma maior e mais rapida

acao anestésica.



Com o mesmo objetivo dos autores supracitados, Friskopp e Huledal
(2001) e Herdevall et al. (2003) utilizaram, para a analise da absor¢gao em plasma
sanguineo, as técnicas de cromatografia de gradiente liquido e espectroscopia de
massa em conjunto com ionizagao eletrostatica e monitoragéo de ions selecionados.
Em ambas as pesquisas os resultados demonstraram uma boa margem de
seguranga no que diz respeito as concentragdes toxicas de lidocaina e prilocaina

para o sistema nervoso central, ndo demonstrando efeitos colaterais importantes.

2.2 ESTUDOS EM ANIMAIS

Ainda, em fases de desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas,
€ importante que se realizem testes para avaliar a resposta inflamatéria causada em
tecido conjuntivo e epitelial, frente a exposigao, prolongada ou ndo, desses produtos
em sua superficie. Algumas técnicas podem ser usadas para analisar esse
parametro. Dentre elas, a de anadlise da permeabilidade vascular, que avalia a
resposta inflamatéria de fase aguda, e a analise histoldgica do tecido subcutaneo de
ratos, apés a implantagdo de tubos de polietiieno tém sido utilizadas mais
comumente (CANOVA et al., 2002; BRUNINI, 2003; NAGEM-FILHO et al., 2003;
RIBEIRO, SANCHES e OKAMOTO, 2003; GEHLEN et al., 2004; VALERA et al.,
2004; SILVA, ALMEIDA e SOUSA, 2004; COSTA, HEBLING e SOUZA, 2005;

SOUSA, BRAMANTE e TAGA, 2005).



2.2.1 Analise da Permeabilidade Vascular

Desde 1943, com os primeiros estudos de Rawson citado por
Gehlen et al. (2004), o Azul de Evans tem sido utilizado para analise da
permeabilidade vascular. Porém, o método mais usado atualmente, para a
utilizacdo desse corante foi o descrito por Ukada et al. (1970), que tem sido
empregado para quantificar o potencial irritante de inumeras substancias aplicadas
em tecido subcutaneo. Esse método analisa de maneira fisico — quimica o exsudato
plasmatico produzido depois de um aumento da permeabilidade vascular devido a
presenca de alguma solugdo irritante, sendo este procedimento utilizado em
diversas pesquisas com o objetivo de avaliar a resposta inflamatéria inicial das mais
diversas substancias (CANOVA et al., 2002; BRUNINI, 2003; NAGEM-FILHO et al.,
2003; GEHLEN et al., 2004; VALERA et al., 2004; SILVA, ALMEIDA e SOUSA,
2004; SOUSA, BRAMANTE e TAGA, 2005)..

Este corante apresenta algumas caracteristicas como inocuidade,
alta solubilidade em agua e afinidade pela albumina. O Azul de Evans, quando
inoculado via endovenosa, combina-se com a albumina de maneira reversivel
(GEHLEN et al., 2004).

A inflamagao de fase aguda provoca alteragdes no fluxo sanguineo,
no calibre dos vasos e na permeabilidade vascular. O exsudato produzido quando
existe alteracdo da permeabilidade vascular contém mais proteinas plasmaticas do
que em situagao normal (GUYTON, 1976).

O Azul de Evans se combina com a base de nitrogénio da albumina
plasmatica formando um complexo corante-albumina que extravasa através da

barreira endotelial, consequentemente, ao se promover uma injuria em qualquer



tecido vivo havera a formagdo de uma reagao inflamatdria, com aumento do
exsudato plasmatico para o tecido lesado, naturalmente com extravasamento de
albumina e, portanto, com aumento ou elevagdo das concentragbes de Azul de

Evans nesse tecido (SOUSA; BRAMANTE e TAGA, 2005).

Segundo Sousa; Bramante e Taga (2005) a utilizagao da inje¢ao de
Azul de Evans para a analise da resposta inflamatéria de fase aguda de agentes
irritantes € uma maneira simples e direta para avaliar materiais de uso odontoldgico,
pois segundo Canova et al. (2002) a presenca deste corante nos locais de agressao

permite estimar a intensidade do processo inflamatério.

2.2.2 Analise histolégica

Segundo Costa, Hebling e Souza (2005) e Ribeiro, Sanches e
Okamoto (2003), para os testes biolégicos em que se determina o potencial irritante
de solugbdes, podem ser empregados os tubos de polietiieno, sendo estes
preenchidos com a substancia de teste e implantados no tecido subcutaneo de
ratos.

Os tubos de polietileno foram empregados por Torneck, em 1966,
para avaliar a resposta tecidual frente a luz dos tubos, simulando a condi¢ao clinica
de deficiéncia de obturacdo de condutos radiculares, sendo possivel, portanto,
verificar a existéncia alternadamente de formacédo de uma ponte fibrosa e de
crescimento infiltrativo.

Os efeitos de solugbes anestésicas nos tecidos foram relatadas por
Carvalho et al. (1976) que verificaram a reagao do tecido conjuntivo subcutaneo de

ratos frente a implantacdo de tubos de polietileno contendo cones de papel



absorvente embebidos em diferentes solugcbes anestésicas, encontradas para a
venda na época do estudo. A intensidade da reagao inflamatdria, segundo os
autores, variou conforme o tipo de solugdo anestésica utilizada, sendo menos
irritantes aquelas formuladas sem vasoconstritores. Os anestésicos a base de
lidocaina foram os que apresentaram menor intensidade da reacgao inflamatéria do
tecido subcutaneo de ratos enquanto o produto a base de prilocaina e felipressina,
foi um agente irritante aos tecidos.

A pesquisa de Ribeiro, Sanches e Okamoto (2003) teve como
objetivo comparar as reagdes teciduais causadas pela implantacdo de diferentes
substancias no tecido subcutédneo de ratos. Para tanto foram utilizados 40 animais
divididos em cinco grupos. Foram avaliadas as seguintes substancias: lidocaina a
2% sem vasoconstritor, bupivacaina a 0,5% com 1:200.000 de adrenalina, solugao
de articaina a 4% e mepivacaina a 2%, ambas com adrenalina 1:100.000 e como
grupo controle foi utilizada solugéo salina a 0,9%. Cones de papel absorvente foram
embebidos com as solugdes teste e controle e posteriormente implantados dentro de
tubos de polietileno no tecido subcutaneo de ratos, apds receberem anestesia geral.
Os periodos de avaliagdo foram realizados em 1, 2, 5 e 10 dias. Os resultados
obtidos mostraram diferengas na irritabilidade dos tecidos produzida pelos
anestésicos locais. Os resultados também mostraram que n&o existe correlagéo
entre a concentragdo da droga e a intensidade da reagao produzida. As solugdes
que promoveram menor processo inflamatério foram a mepivacaina e a articaina
quando comparadas com a bupivacaina e, de todas, a lidocaina produziu a reagao

inflamatdria menos extensa.



3 PROPOSICAO

O presente estudo tem como objetivos:

1.

2.

Promover a manipulacdo, controle das propriedades fisico-
quimicas e absorg¢ao percutédnea de um gel magistral a base
de lidocaina (25 mg/g) e prilocaina (25 mg/g) — Gel Teste.

Analisar a biocompatibilidade por meio da resposta
inflamatdria utilizando a analise da permeabilidade vascular e
histologica de diferentes agentes anestésicos topicos: Gel
Teste (gel magistral a base de lidocaina - 25 mg/g - e
prilocaina - 25 mg/g)le EMLA® implantados no tecido

subcutaneo de ratos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DAS FORMAS FARMACEUTICAS
4.1.1 Manipulagéo das formulag¢des anestésicas topicas termosensiveis
4.1.1.1 Manipulagao do excipiente (Gel Poloxamer) para o Gel Teste

Essa fase da pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Farmacotécnica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UEPG, utilizando
técnicas de desinfeccado e anti-sepsia preconizadas a manipulagado farmacéutica por
Pelczar (1996) e Brasil (2000).

Inicialmente, realizou-se a manipulagao do gel a base dos polimeros
em bloco do oxietileno e oxipropileno, Lutrol® F 68" (Poloxamer 188) e Lutrol® 127**
(Poloxamer 407), com base na formulag&o indicada abaixo (Tabela 1) e de acordo

com a técnica preconizada pela literatura (FERREIRA, 2002).

Tabela 1 — Formulagdo do gel base de Poloxamer 407 e 188.

Substancia Quantidade
Poloxamer 407 15,59
Poloxamer 188 55¢g
Sorbato de potassio 0,29

Agua destilada previamente gelada q.s.p. 100,0 mL
Total 100 g

! BASF®, Sao0 Bernardo do Campo, Sao Paulo.
** BASF®, Guarulhos, So Paulo.



A agua destilada foi previamente resfriada. Em seguida, mediu-se
100 mL em uma proveta. Verteu-se para um béquer de 250 mL e marcou-se,
externamente, o nivel de 100 mL. Apds, verteu-se novamente a agua gelada para a
proveta, deixando no béquer aproximadamente 30 mL.

Pesaram-se com exatiddao os péds, transferindo-os para o béquer
(Prancha 1 — A) completando-se com a agua gelada da proveta até a marca de 100
mL (Prancha 1 — B). Homogeneizou-se com o bastdo de vidro até que todas as
particulas do polimero estivessem em contato com a agua (Prancha 1 — C). Cobriu-
se com filme de PVC e levou-se a refrigeracéo até a dissolugao total dos polimeros

(Prancha 1 — D).

4.1.1.2 Manipulagéao do Gel Teste

Em seguida, procedeu-se a manipulagado do gel a base de lidocaina
livie (base)® e prilocaina livre (base)*, de acordo com a tabela descrita abaixo
(Tabela 2) contendo o mesmo gel base descrito anteriormente, como excipiente, de
agora em diante, designado como Gel Poloxamer. Da mesma maneira, utilizamos a
técnica preconizada pela literatura (FERREIRA, 2002).

Tabela 2. Formulagao do gel a base de lidocaina e prilocaina nao-ionizadas.

Substancia Quantidade
Lidocaina base 259
Prilocaina base 25¢g

Acido cloridrico g.s. (pH = 7,8)
Gel base de Poloxamer 407 e 188 100,0 g

Total 100 g

2 Nortec Quimica, Rio de Janeiro, Brasil.
* Nortec Quimica, Rio de Janeiro, Brasil.



O Gel Poloxamer foi retirado da geladeira no momento da
manipulagdo. Em um gral, com o auxilio do pistilo, foram triturados os sélidos,
lidocaina e prilocaina ambos em sua forma de base (livres), observando-se a
formagao de uma mistura eutética. Sobre o gral, em balanga digital calibrada, pesou-
se 0 Gel Poloxamer até que se obtivesse o peso desejado, no caso, um total de
100g. A formulagao foi transferida para um béquer e levada para geladeira. Mediu-se
o pH, colocando-se, gota a gota, g.s. do acido cloridrico. O pH final da formulagao foi
de 7,8. Finda a preparagao, acondicionou-se a forma farmacéutica em frasco de

vidro hermeticamente tampado sendo conservado sob refrigeracao.

4.1.2 Controle de qualidade das formas farmacéuticas

Apos a etapa de manipulagéo, procedeu-se o controle de qualidade
das formulagdes manipuladas para a pesquisa (Gel Poloxamer e Gel Teste),

baseando-se em aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos.

4.1.2.1. Determinacao dos valores de pH

Os valores do pH foram obtidos em triplicata com um potencidmetro
digital® previamente calibrado, conforme descrito nos métodos gerais da
Farmacopéia Brasileira 42 edicdo (COMISSAO PERMANENTE DE REVISAO DA

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

¥ DMPH-2 (Digimed, Brasil).



4.1.2.2. Determinacao da densidade relativa

A determinacdo da densidade relativa foi realizada utilizando-se o
método do picnémetro, segundo & Farmacopéia Brasileira 42 edicdo (COMISSAO
PERMANENTE DE REVISAO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). Para tanto,
foi utilizado um picnédmetro com capacidade total de 25 mL e agua destilada como

liquido de referéncia. Os valores foram obtidos em triplicata.

4.1.2.3 Determinacao da consisténcia das formulagdes

A consisténcia das formulagdes foi avaliada por meio do escoamento
entre duas placas de vidro, baseando-se no método descrito por Panzeri et al.
(1979), frente a aplicagdo de uma massa aferida de 1 g, por 5 minutos, sob pressao
e peso constantes. Apds esse tempo, realizou-se a mensuragao do didmetro do halo
com régua graduada em centimetros, resultante da aplicagédo da for¢ga durante o
tempo indicado anteriormente, e realizado sob diferentes temperaturas, sendo elas
22° (temperatura ambiente), 30°, 37° e 40° Celsius. As placas de vidro tinham uma
massa média de 761,54 g e mediam 20 cm? A temperatura de ensaio foi
estabilizada em placa de aquecimento e controlada por intermédio de termémetro de
mercurio para que permanecesse constante durante o periodo de observacao, para

cada substancia testada. Os valores foram obtidos em triplicata.



4.1.2.4 Estudo microbiolégico

O estudo microbioldgico foi desenvolvido utilizando o kit Newplus I,
comumente empregado para o controle microbiolégico de medicamentos e
cosmeéticos.

Utilizou-se 1,00 g do Gel Teste e do Gel Poloxamer, que foram
transferidos com o auxilio de espatula plastica estéril para o caldo Letheen, que
contém lecitina e polissorbato 80 na composi¢cdo, para inativar o sistema
conservante. Em seguida, com pipeta esterilizada, aspirou-se 1 mL da solugéo e
colocou-se nos meios agar Letheen (meio altamente nutritivo, contendo agentes
neutralizantes da atividade bactericida de compostos quaternarios de amonio), agar
Mac Conkey (agar seletivo e diferencial, que inibe o crescimento de bactérias Gram
positivas, possibilitando assim, um melhor desenvolvimento das bactérias Gram
negativas, especialmente as enterobactérias) e agar Sabouraud dextrose (meio
utilizado para o isolamento de fungos, sejam eles leveduriformes ou n&o).

A avaliacdo do crescimento bacteriano foi feita apés 12 h de
incubacdo na temperatura de 37+2°C. A verificagdo do crescimento fungico foi
realizado apdés 1 semana, em temperatura ambiente. O Gel Poloxamer também foi

avaliado, nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

* Newprov®, Pinhais, Brasil.



4.1.3 Determinacéao do coeficiente de partilha

Essa fase da pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Cosmetologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UEPG, utilizando
técnicas de desinfecgao e anti-sepsia preconizadas a manipulagao farmacéutica por
Pelczar (1996) e Brasil (2000).

Inicialmente, foi preparada uma solugao de octanol, pré-saturado em
agua, contendo as substancias ativas (lidocaina e prilocaina) em concentragdes pré-
determinadas. Essa solugédo foi estocada em condi¢gdes apropriadas para que se
assegurasse sua estabilidade quimica.

O ensaio foi realizado em temperatura ambiente e constante (22° C),
mantendo-se, assim, dentro do padrao sugerido na literatura, que nao deve ser
inferior a 20° C ou superior a 25° C. A solugéo preparada foi colocada em 10 tubos
de ensaio de 10 mL, divididos em dois grupos (n=5) sendo, um para a analise da
fase oleosa e outro para a anadlise da fase aquosa dos farmacos. Os tubos foram
agitados manualmente (fazendo-se uma rotagdo, de 180° e invertendo-o,
aproximadamente 100 vezes, durante cinco minutos), de maneira a permitir a
incorporacgao de ar entre as duas fases, ou seja, estabelecendo um equilibrio entre
elas. A separacado das duas fases foi realizada por meio de centrifugagdo a 2500
rpm por 10 min.

Na determinacdo do coeficiente de partilha € necessario que se
estabelecam as concentracdes das substancias testadas em ambas as fases. Para
tanto, foi retirada uma fragdo de cada uma das fases, dependendo da andlise a ser
realizada (oleosa ou aquosa), destinada a mensuragao das substancias ativas, por

meio de espectrofotometria de luz ultravioleta, num comprimento de onda de 220



nm, para a lidocaina e 240 nm, para a prilocaina, previamente estabelecidos em
estudo piloto.

Primeiramente fez-se a coleta da fase aquosa. Para que esse
procedimento fosse executado de forma a garantir que ndo houvesse vestigios de
octanol na amostra, foi utilizada uma agulha e uma seringa descartaveis, esta
preenchida com um pouco de ar. Enquanto a agulha estava sendo introduzida na
fase oleosa, o ar contido na seringa foi sendo expelido, de forma a garantir a
qualidade (ndo contaminada) da parcela aspirada. A agulha foi entdo rapidamente
retirada da mistura, de modo a n&do permitir a adesao de octanol em sua superficie,
sendo apos, descartada. Ja na coleta da fase oleosa, a amostra foi recolhida
diretamente do meio oleoso, logo apds a centrifugacéo, dispensando-se os cuidados
necessarios a fase anterior, uma vez que o produto concentra-se na parte superior
do frasco. O material coletado foi separado em recipientes individuais, todos
adequadamente marcados e separados, para posterior analise.

Usualmente, os valores obtidos apds a determinagao da absorbancia
por espectrofotometria de luz ultravioleta sdo descritos na forma de um logaritmo na

base P (log P) e estéo situados, geralmente, entre -2 e 4.

4.1.4 Absorcgao percutanea

Nessa etapa da pesquisa, realizaram-se testes, in vitro, sobre pele
humana e, in vivo, em mucosa bucal, para a determinagédo da absorgédo percutanea.
Nos testes in vitro, a pele utilizada foi obtida por meio de doacgéo, apds remogao em
cirurgia plastica de abdémen, no Hospital Vicentino, Ponta Grossa, PR. Os testes in
vivo, foram realizados em voluntarios, todos estudantes da UEPG e foi previamente

aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa dessa instituicio, sob protocolo n°



2300/05. Realizaram-se os testes de absorgcdo percutanea, in vitro, utilizando o
método do “Tape Stripping” de acordo com as normas internacionais do ECVAM -
European Centre for the Validation of Alternative Methods (HOWES et al, 1996) e o
de absorgéo percutanea total, utilizando o sistema de células de difusdo (Células de
Franz), de acordo com a normativa da OECD - Organisation for Economic Co-
Operation and Development (2004). Para o teste in vivo, o método do “Tape
Stripping” foi utilizado em mucosa bucal, utilizando as mesmas normas citadas
anteriormente.
Foram avaliados dois grupos de estudo:
1. GRUPO | (Gel Teste): gel manipulado na UEPG a base
de lidocaina base (25 mg/g) e prilocaina base (25 mg/g) e excipiente a base
de Poloxamer 407 e 188.
2. GRUPO Il (EMLA®): creme dermatoldgico a base de
lidocaina (25 mg/g) e prilocaina (25 mg/g), considerado paréametro de
avaliagdo, uma vez que € um produto comercial, largamente utilizado em

odontologia.

Para tanto, antes dos procedimentos in vitro propriamente ditos, a
pele foi tratada de modo a ser removida toda a camada gordurosa presente abaixo
da derme e entdo lavada com solugéo salina (NaCl) a 0,9% para remocéo de

impurezas e restos gordurosos.

® AstraZeneca do Brasil Ltda.



4.1.4.1 — Estudos in vitro

4.1.4.1.1 — Método do “Tape Stripping”

A pele obtida foi cortada em 6 pedagos menores (sendo trés para
cada grupo de estudo), de aproximadamente 3 cm? cada um, e entdo fixados em
uma plataforma, de maneira que ficassem imdveis para a realizacdo da técnica.
Importante ser citado que a pele usada para esse tipo de experimento n&o deve ter
sido removida a mais de 2 horas, para que permanecam intactas suas propriedades
fisiologicas normais e de metabolismo.

A regido a ser trabalhada foi entdo demarcada com uma protec¢ao de
plastico, medindo 3 cm? de area total, sendo vazada em seu interior uma area de 1
cm?, designada como area de trabalho.

Para realizagcdo desta etapa da pesquisa foi preciso realizar uma
adaptacao a técnica original recomendada pela ECVAM (HOWES et al, 1996), pois,
naquele procedimento esta prescrito um periodo de observacdo de 30 minutos,
porém, tendo em vista a utilizagdo dos farmacos testados em procedimentos
odontologicos necessitarem de um curto tempo de agéo, o periodo de observagéo
foi reduzido a 1 minuto. Outra adaptacado diz respeito a quantidade aplicada da
forma testada; em experimentos normais essa dose é de 2 mg/cm? ou 50 (1l quando
se trata de liquidos. Valores que n&o condizem com o tipo de aplicacéo utilizado em

procedimentos clinicos de periodontia.



Portanto, os seguintes passos fazem parte da técnica:
1. Depois de escolhida e demarcada a regidao de trabalho,

esta foi limpa gentilmente com auxilio de gaze e solugéo salina (NaCl) a 0,9%.

2. Aplicacao da formulagao farmacéutica (Grupo | e Grupo Il)
por um periodo de 1 minuto topicamente sobre a regido, em uma quantidade

de 250 mg.

3. Remocdo da formulacdo farmacéutica com auxilio de
swab de algodao, que foi guardado para posterior analise da quantidade da

substancia inicial.

4. Aplicagdo da fita adesiva® sobre a regido demarcada com
pressao controlada, utilizando-se para isso um peso cilindrico de 50g, por um

periodo de 10 segundos.

5. Remogao do adesivo realizada sempre pelo mesmo
operador. Este, chamado de 1° descarte, ndo € considerado para a analise da
porcentagem do farmaco absorvida, porém €& reservado e medido

posteriormente, para obtengao da quantidade total da substancia testada.

6. Aplicagdo por 15 vezes da fita adesiva utilizando-se o
mesmo protocolo descrito no passo 4 e remogao de acordo com 0 passo 5,
sendo estas guardadas em frascos separados para posterior andlise da
quantidade da substancia que foi absorvida no estrato corneo. Os

procedimentos foram realizados em ftriplicata.

Essa sequéncia esta esquematizada em fotos na Prancha 2 —

A, B,CeD.

¢ Scotch® Book Tape 845, 3M



Os frascos contendo as fitas adesivas foram entao preenchidos com
5 mL de alcool etilico absoluto (99,9%) para extracdo do material obtido nos
adesivos. Todos os frascos foram agitados em um agitador do tipo vortex durante 5
minutos a fim de remover o adesivo e consequentemente as células aderidas sobre
a fita.

Para a quantificagdo da absor¢céo da substancia teste dos grupos do
estudo utilizou-se um espectrofotbmetro de ultravioleta sob um comprimento de
onda previamente obtido através de curvas de calibragao para lidocaina e prilocaina,

de 220 nm e 240 nm, respectivamente.

4.1.4.1.2 - Avaliagado da absorgao percutdnea em células de difusao in vitro

Foi utilizado o aparelho Microetteplus de Células de Difusdo —
Hanson Research para a realizacdo desse teste, sendo usado nas dependéncias
d’O Boticario, Sdo José dos Pinhais, PR.

Este equipamento é composto de 6 células de difusdo vertical com
uma camara. Portanto, trés delas foram usadas para a avaliagao do Grupo | e outras
trés para o Grupo Il

A pele foi previamente preparada com o auxilio de um dermatométro
(aparelho especifico para o corte de pele com espessura definida), tendo espessura
média de 200 um, sendo entdo cortada em 6 pedagos de mesmo tamanho. Estes
foram posicionados em cada uma das células, onde o estrato corneo ficou voltado
para cima, em contato com o meio ambiente. Todos eles foram avaliados em relagao
a integridade fisica das camadas superficiais do epitélio, por meio de inspecgéao

visual. Cada célula foi preenchida, de maneira automatizada, com um fluido receptor



fisioldgico’, de modo que este permanecesse em contato direto com a pele por todo
o tempo de observacgao do estudo.

A quantidade da férmula farmacéutica aplicada foi 60 mg. Para isso,
foi usado um bastdo de vidro que auxiliou a aplicagdo da droga na superficie da
pele.

Durante determinados intervalos de tempo, amostras do fluido
receptor foram colhidas para posterior andlise das quantidades de produto que
conseguiram permear a pele. Neste estudo, o gel sob investigagao foi aplicado sobre
a superficie da membrana e realizadas coletas, em intervalos regulares, divididos
em periodos de 30 minutos, num total de 3 horas. A férmula permaneceu na
superficie da pele durante todo o periodo de experimentacédo, até que fosse
removida por um procedimento de limpeza, onde foram realizadas trés lavagens,
com a mesma solucédo usada no preenchimento das células, em cada uma delas, e
por meio de limpeza mecanica, com auxilio de cotonete de algodao.

Durante todo o periodo de observagdo, as células de difusdo
permaneceram com temperatura constante de 32° C, que é considerada como a
temperatura normal da superficie da pele (OECD, 2004).

Ao final do estudo, determinou-se a quantidade das substancias,
sendo assim possivel uma estimativa da sua total recuperagédo, consideradas,
inclusive, as quantidades residuais existentes em todas as outras superficies com as
quais elas entraram em contato (bastao de vidro, cotonete, a pele propriamente dita,
o fluido receptor e de lavagem, e a camara das células de difuséo).

A absorgao na pele foi expressa como a porcentagem da quantidade

acumulada, por unidade de tempo.

" Solugéo tampao de fosfato de sodio



4.1.4.2 — Estudos in vivo

Para a realizagao do experimento foram selecionados 8 estudantes
da Universidade Estadual de Ponta Grossa independentemente do curso em que
estivessem matriculados, com mais de 18 anos, do sexo masculino e capazes de
compreender o termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram adotados alguns critérios de exclusao, tais como: os
individuos nao deveriam relatar historia de alergia, sensibilidade ou qualquer forma
de reacao contra os anestésicos a base de amida; ndo deveriam possuir qualquer
doencga sistémica grave, nao-controlada como, por exemplo, problemas cardiacos,
neurologicos, renais, hepaticos ou sanguineos; ou que apresentassem lesdes
ulcerativas na regido em que se procederia o estudo. Individuos fumantes foram
excluidos.

Antes da realizagao dos procedimentos os pacientes foram
informados (verbalmente e por escrito) a respeito aos objetivos desta pesquisa.

A escolha dos pacientes foi realizada a partir de uma amostra
aleatdria. O desenho experimental foi o modelo boca dividida.

Todos os pacientes foram submetidos ao método “Tape Stripping”
para a realizacao do teste de absorgao percutanea, em mucosa, no qual duas
formulacgdes farmacéuticas foram utilizadas, sendo designadas como: Grupo 1- Gel
anestésico local a base de lidocaina e prilocaina 5% manipulado na UEPG e Grupo
2- Creme anestésico transdérmico - EMLA®. O periodo de observacao foi de 1
minuto.

A regiao de escolha para a aplicagao da substancia foi a mucosa

jugal. Os individuos tiveram os labios afastados com a ajuda de um afastador labial,



sendo a demarcacdo da area feita com fita adesiva®, com uma regiso vazada em
seu interior medindo 1 cm? e designada como &rea de trabalho, e em seguida foi
realizada a técnica do “Tape Stripping” que segue:
1. Escolheu-se uma area para a atuagao da droga;
2. Limpou-se delicadamente a regido com gaze embebida
em solugao de soro fisiologico;
3. Demarcou-se a area com fita adesiva (Micropore — 3M)
(Prancha 2 — E).
4. Aplicou-se a formulagao por 1 minuto;
5. Removeram-se os excessos com um swab de algodao,
sendo este guardado para posterior analise;
6. A secagem da regido nao foi realizada;
7. Realizou-se uma vez o stripping sendo guardado para
posterior analise e designado como 1° descarte.
8. Realizou-se mais 5 vezes o stripping usando a fita
adesiva da 3M,;
9. Removeu-se o Micropore — 3M sendo guardado para
posterior analise;
10. Realizou-se a extragao das células do adesivo usando um

solvente apropriado;

¢ Micropore ® - 3M



4.2. AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE

Para se testar os parametros de biocompatibilidade realizaram-se,

em um primeiro momento, a andlise da permeabilidade vascular, que avalia a

resposta inflamatéria aguda apds a implantagéo das substancias quimicas testadas,

em tecido subcutdneo de animais. Em um segundo momento, foram analises

histolégicas de bidpsias provenientes de tubos de polietileno preenchidos com as

substancias testadas, implantados no tecido subcutaneo dos animais, gerando um

processo inflamatorio de fase crbnica ou tardia.

Para a realizagdo deste estudo, foram constituidos oito grupos

experimentais, sendo divididos em 4 grupos para a analise de permeabilidade

vascular e 4 grupos equivalentes para a analise histologica (Quadro 1).

Quadro 1 — Divisdo dos grupos de estudo para os testes de avaliagdo de biocompatibilidade.

(n) Estudo de

Grupos Substancias permeabilidade (r)) Anal!se
histologica
vascular
(Gel Teste): gel manipulado na 3 horas: 5 2 dias: 5
UEPG a base Qe Iidpcaina base 6 horas: 5 5 dias: 5
Grupo | (25 mg/g) e prilocaina base (25 - —
mg/g) e veiculo a base de 9 horas: 5 15 dias: 5
Poloxamer 407 e 188. n=15 n=15
3 horas: 5 2 dias: 5
Grupo |l (EMLA®): creme dermatoldgico a base de 6 horas: 5 S dias: 5
lidocaina (25 mg/g) e prilocaina (25 mg/g) 9 horas: 5 15 dias: 5
n=15 n=15
3 horas: 5 2 dias: 5
Gruoo I| | (G€l Poloxamer): gel manipulado na UEPG com 6 horas: 5 5 dias: 5
P veiculo a base de Poloxamer 407 e 188. 9 horas: 5 15 dias: 5
n=15 n=15
(Controle): solugéo salina (NaCl) a 0,9 %, para o Z :oran 2 2 j?asi :
Gruno IV estudo da permeabilidade vascular e para a oras. 1as.
P analise histoldgica, somente a cirurgia sem 9 horas: 5 15 dias: 5
implantagéo dos tubos de polietileno
n=15 n=15
Total 60 60




Para o experimento, foram utilizados 120 animaisg, 15 individuos por
grupo, compostos por machos e fémeas, com idade variando de 2 a 3 meses e peso
entre 200 e 300 gramas, procedentes do biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, e mantidos sob condigdes controladas de temperatura (23 + 2°C) e
luminosidade (ciclo de claro/escuro de 12h), com acesso a agua e racdo Nuvilab® .
Por ocasiao do delineamento experimental, cada animal foi transferido ao laboratério
de experimentagdo e mantido por pelo menos 1 h para ambientacdo antes de

qualquer procedimento experimental.

4.2.1 Analise da permeabilidade vascular

Os periodos de avaliagdo foram de 3, 6 e 9 horas.

A pesquisa foi realizada segundo as normas recomendadas pela
Comisséo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais da Universidade Estadual de
Ponta Grossa.

Apds os procedimentos de anestesia, de acordo com protocolo
definido pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA (MEZADRI;
TOMAZ; AMARAL, 2004) sendo 3,75mL de cetamida — 100mg/mL — (cloridrato de
Cetamina a 1% - Vetaset ©® '), 0,5mL de xylasina — 100mg/mL — (cloridrato de

Xilazina a 0,2 % - Virbaxyl ©'

) e 5,75mL de agua destilada para anestesia, em uma
quantidade de 0,2mL/100g de peso do animal, foi aplicado na veia lateral da cauda
de cada animal uma solugdo de Azul de Evans~ a 2% na proporgdo de 20mg/Kg

(0,17ml /100g de peso) (Prancha 3 — A). Em seguida, foi realizada a tricotomia do

® Norvergicus albinus wistar

** Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo — Brasil
0 Fort Dodge Animal Health, lowa, USA

1 Virbac do Brasil, Sdo Paulo, SP

*** INLAR Industria Brasileira



dorso do animal e aplicado no tecido subcutaneo 0,1mL das substancias a serem
testadas em duas regides distintas (dorso superior e inferior) (Prancha 3 — B). Os
animais foram sacrificados por sobre dosagem anestésica apos 3, 6 e 9 horas da
aplicagao das substancias testes e realizou-se a remogao de bidpsia da pele de todo
o dorso do animal.

A avaliagdo da permeabilidade vascular foi realizada por meio da
medicdo da area (mm?) do halo azulado (extravasamento do corante), observado no
tecido biopsiado (Prancha 3 — C), por meio de fotografias padronizadas com o
auxilio de maquina digital’ e analise da area mediante a utilizagdo de software** por
um unico examinador treinado.

Em seguida, o tecido subcutaneo foi recortado margeando-se a area
de extravasamento do corante para as duas regides de implantagcao das substancias
teste e uma area adicional para se efetuar o controle para cada animal, portanto
obtendo-se trés amostras, sendo estas entdo colocadas em frascos individuais,
previamente cortadas em pedagos menores, contendo um solvente Formamida
PA'?" que realizou a extragdo do corante. As pecas permaneceram por 72 horas em
contato com a solugao solvente em temperatura controlada de 37 ° C, quando foram
removidas e a solugdo remanescente submetida a centrifugagdo por 10 minutos a
2.500 RPM. Colocou-se 200 uL de cada amostra, em duplicata, em cada orificio da
placa de 96 pocos e realizou-se afericdo espectrofotométrica em leitor de ELISA****
com filtro de 630 nm de comprimento de onda. Para o branco da amostra foram
utilizadas as solugbes provenientes das amostras de controle retiradas do tecido

dorsal dos animais.

“ Camera digital Sony — DSC — F717

** UTHSCSA Image Tool for Windows 3.0
*** Nuclear. Lote04050707

*x*x BIOTEK 8000 ® BIOSYSTEM



As leituras dos valores de absorbancia foram interpoladas por
regressao linear em uma curva padrao do corante. As concentragdes foram obtidas
em pg/mL do tecido biopsiado. Da mesma forma, essa determinagéo foi realizada

igualmente para todos os grupos.

4.2.2 Analise histologica

Os periodos de avaliagdo foram de 2, 5 e 15 dias.

Para tanto, inicialmente os ratos foram pesados e identificados.
Posteriormente foram submetidos a anestesia geral a partir da mesma solugao
utilizada anteriormente. Realizou-se a tricotomia da regiao dorsal e anti-sepsia com
alcool iodado (95% de alcool a 70% em 5% de iodo). A incisdo e divulsdo foram
executadas mediante uma tesoura de ponta romba' . A incisdo ocorreu na linha
sagital mediana no ter¢co médio do dorso, com cerca de 15 mm (prancha 4 — A).

A divulsdo ocorreu tanto do lado direito como do esquerdo com
aproximadamente 18 mm de extensdo e com 15 mm de largura. Apds a divulséo
foram implantados tubos de polietileno (sonda naso-gastrica'®) de comprimento de
10 mm, com diametro externo de 1,5 mm e didmetro interno de 1,0 mm, preenchidos
com as substancias que foram testadas de forma que nao se observaram bolhas em
seu interior. A sutura foi realizada com pontos isolados utilizando-se fio agulhado
seda 4.0** e porta-agulha (Prancha 4 — B, C e D).

Cada animal recebeu 2 implantes contralaterais contendo a mesma

substancia de teste.

* Metzenbaum-14 Duflex® (SS White, Brasil)
1 no 4, Embramed ®
" Shalon®



No pds-operatorio, os grupos de animais permaneceram em suas
respectivas caixas, mantendo-os desta forma separados de acordo com o tempo de
pods-operatorio. Os animais receberam alimentagao convencional e agua “ad libitum”.
Nao foi dado nenhum medicamento pds-operatdrio aos animais.

A bidpsia ocorreu depois de transcorrido o tempo determinado para
cada subgrupo. Anestesiaram-se novamente os animais. Feita a anti-sepsia com
alcool iodado (95% de alcool a 70% em 5% de iodo), quando da colocacado dos
tubos de polietileno, procedeu-se a bidpsia da regido implantada. Posteriormente,
sacrificou-se o animal por meio de sobre dosagem da solugdo anestésica. Todos os
procedimentos cirurgicos foram realizados por um unico operador treinado (Estudo
piloto).

Obtiveram-se duas amostras em cada animal (uma do lado direito e
outra do esquerdo). Fixaram-se as pegas com solugcéo de Alfac (alcool 80% - 85ml,
formol - 10ml, acido acético - 5ml) por 12 horas. Mantiveram-se as bidpsias
acondicionadas em alcool 70% até o momento do processamento histologico. De
acordo com as técnicas laboratoriais para execugao desse processo, as pecgas foram
desidratadas em alcool e diafanizadas em xilol. Posteriormente, foram incluidas em
parafina, de modo a permitir que o tubo de polietileno permanecesse em posigao

perpendicular ao micrétomo manual®®

para realizagdo dos cortes. Estes foram
realizados transversalmente a regiao implantada, com 5um de espessura, e semi-
seriados com espagamento de 150um. O tubo de polietileno implantado foi utilizado
como referéncia para o término dos cortes, descartando-se as amostras que

apresentassem qualquer vestigio de fragmentos deste tubo, evitando-se uma

afericdo de reacéao inflamatdéria causada pela presencga fisica do tubo e néo pela

> eica Km 2025. Leica Instruments gmbh



injuria causada pela substancia testada (Prancha 5 — A, B e C). Esses cortes foram
esticados em banho-maria a 45°C e colocados em laminas de vidro. Foram
utilizadas duas laminas para cada amostra, coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE). As laminas histoldgicas confeccionadas foram avaliadas por meio de de
microscopia de luz.

Realizou-se anadlise prévia das laminas, separando-se as
uniformemente isotrépicas (apresentando as mesmas caracteristicas em todas as
dire¢des). As laminas isotropicas foram aleatoriamente selecionadas e empregadas
para realizacdo de analise qualitativa em microscopia de luz 6ptica, para observagao
da reacéo inflamatdria causada pelas substancias empregadas durante a pesquisa.

Nessa etapa, para cada animal, examinaram-se 4 cortes, sendo 2
para cada lamina.

A resposta tecidual foi analisada em funcdo das alteragdes
inflamatdrias (presenga de edema, alteragdes vasculares e infiltrado inflamatdrio) e
dos processos reparatorios (grau de fibrosamento, proliferagdo angioblastica e
fibroblastica) encontrados nos tecidos adjacentes aos tubos de polietileno. Foram
atribuidos escores (de 0 a 3), a cada estrutura analisada, sendo que o escore 0
caracterizava auséncia de inflamacgdo, o escore 1 inflamacido leve, o escore 2
inflamacdo moderada e o escore 3 inflamagao severa (Analise Semi-quantitativa).
Todas as analises foram realizadas por um unico examinador previamente calibrado
e sem 0 conhecimento a que grupo as laminas que estavam sendo avaliadas

procediam.



4.3 DELINEAMENTO ESTATISTICO

4 .3.1Delineamento de férmulas farmacéuticas

O controle de qualidade das férmulas farmacéuticas foi descrito

segundo analise estatistica descritiva.

4.3.2 Absorgao percutanea

Os resultados obtidos com os estudos in vitro e in vivo foram
submetidos a analise de normalidade através do teste de Shapiro-WIlik. Foi realizada
uma analise com o teste t ndo pareado entre o Grupo | “versus” Grupo Il e o nivel de

significancia adotado foi de 0,05.

4.3.3 Permeabilidade vascular

A reprodutibilidade dos dados obtidos com as medi¢des da area do
halo de extravasamento do corante foi realizada avaliando-se 20 fotos, em dois
momentos distintos (24h), em ordem aleatéria, por um unico examinador. Os dados
foram analisados obtendo-se as diferengas entre as medidas em dois momentos,
testando-se a reprodutibilidade através do coeficiente de correlagao intraclasse.
Para a comparacdo entre os grupos, a andlise dos dados obtidos, em mm?, foi
avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis. Caso houvesse diferengas significativas entre

eles, seria realizado o teste de Mann-Whitney para comparag¢des multiplas.



Os valores obtidos na medicdo da concentragcdo do corante
extravasado pelo método da espectrofotometria foram analisados pela Analise de
Variancia por 2 critérios (ANOVA — 2 critérios) considerando as variaveis fixas grupo,
tempo, sendo analisada a interagdo grupo e tempo. Para a comparagao mutipla
entre 0s grupos, caso houvesse diferengas significativas, seria utilizado o teste
Tukey. A correlagdo entre as variaveis area (mm?) e valores de concentragdo

(ug/mL) foi obtida por meio do coeficiente de correlagdo de Pearson.

4.3.4 Analise histologica

A concordancia dos escores de reacdo inflamatoria foi realizada
avaliando-se 24 cortes que apresentavam de maneira equivalente todos os escores,
em dois momentos distintos (24h), em ordem aleatdria, por um unico examinador
através do teste Kappa ponderado. Para as comparagbes entre os grupos foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, para cada um dos tempos de observagao. Sendo
encontradas diferengas estatisticas significativas, seria entdo usado o teste néao
paramétrico de Mann-Whitney para a comparagdo multiplas entre os tipos de
tratamento, para cada tempo.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05. Todos os calculos foram

realizados através do software estatistico SPSS®'® versio 11.5.1 for Windows**.

16 statistical Package for the Social Science
** SPSS Inc. Chicago, lllinois



PRANCHA 1 - Manipulagéo do veiculo para o Gel Teste (Gel Poloxamer)

A. Transferéncia dos pés para o béquer;

B. Complementagdo com agua destilada q.s.p.;
C. Homogeneizagao da amostra;

D. Protegado com filme plastico.



Prancha 2 - Esquema dos passos do método do “Tape Stripping”.

A — Demarcacéo da area de trabalho (1 cm?) em pele humana (Estudo in vitro).

B — Aplicacao do Gel Teste na area de trabalho em pele humana (Estudo in vitro).

C — Aplicagao da fita adesiva sobre a area de trabalho em pele humana (Estudo in

vitro).

D — Visualizagdo das células de estrato cérneo aderidas na fita adesiva apds a
remogao da mesma.

E — Visualizagdo da area de trabalho em mucosa bucal (Estudo in vivo).



PRANCHA 3 - Procedimentos para a analise da permeabilidade vascular e remogao
do tecido da regiao dorsal do animal.

A — Aplicagao do corante Azul de Evans pela veia lateral caudal do animal;

B — Aplicacdo das substancias analisadas no tecido subcutaneo do animal, com
auxilio de seringa de insulina de 1 mL;

C - Visdao do tecido biopsiado contendo os halos azulados formados pelo
extravasamento do corante.



PRANCHA 4 — Procedimentos cirurgicos para implantagao dos tubos de polietileno.

A —Incisdo na linha sagital mediana e esquema da area divulsionada;

B — Colocagao das substancias testadas no interior dos tubos de polietileno de modo
a nao se observar bolhas em seu interior;

C — Colocacéo dos tubos no tecido subcutaneo dos animais;

D — Sutura da regido dorsal do animal.



Prancha 5 - Esquema da realizacao dos cortes histolégicos em micrétomo manual.

A — Esquema ilustrativo da posigao do tubo de polietiieno em relagdo ao bloco de
parafina (perpendicular ao corte) e movimento de corte do microtomo manual.

B — Cortes histoldgicos incluidos no estudo (sem a presenga de vestigios do tubo de
polietileno).

C — Corte histologico descartado do estudo (com a presenga do tubo de polietileno).



5 RESULTADOS

5.1 CONTROLE DE QUALIDADE DAS FORMAS FARMACEUTICAS

A Tabela 3 resume os resultados encontrados nos ensaios fisico-

quimicos de pH e densidade desenvolvidos para o Gel Teste e para o Gel

Poloxamer.

Tabela 3 - Analises fisico-quimicas para o Gel Teste e Gel Poloxamer. Média dos
valores em triplicata

Gel pH (Valores médios) Densidade (Valores médios)

Gel manipulado na
UEPG a base de
lidocaina base (25 mg/g)
e prilocaina base (25 7,71 1,01949 g/mL
mg/g) e excipiente a
base de poloxamer 407 e
188

Gel placebo manipulado

na UEPG com o0 mesmo
excipiente do Gel Teste
(poloxamer 407¢e 188)

7,63 1,01623 g/mL

A Tabela 4 resume os resultados encontrados no ensaio para
determinacao da viscosidade do Gel Teste e do Gel Poloxamer, em diferentes

temperaturas.



Tabela 4 -. Analise da viscosidade para o Gel Teste e Gel Poloxamer. Médias dos
valores em triplicata.

GRUPOS TEMPERATURA AMBIENTE: 22° C Média
Gel Teste 8,25 5,20 6,50 6,65
Gel Poloxamer 10,25 11,00 10,50 10,58
GRUPOS TEMPERATURA 30° C Média
Gel Teste 3,10 3,50 3,50 3,37
Gel Poloxamer 3,20 3,20 3,20 3,20
GRUPOS TEMPERATURA 37° C Média
Gel Teste 3,20 3,30 3,40 3,30
Gel Poloxamer 3,40 3,20 3,20 3,27
GRUPOS TEMPERATURA 40° C Média
Gel Teste 3,20 3,10 3,20 3,17
Gel Poloxamer 3,20 3,30 3,10 3,20

Em relagcdo aos resultados referentes aos estudos microbioldgicos,
em nenhum dos meios de cultura utilizados observou-se crescimento bacteriano ou
fungico, tanto para o Gel Teste quanto para o Gel Poloxamer, apds os periodos
delimitados pelo fabricante do kit para averiguagcdo desse tipo de crescimento

microbiolégico.

5.2 ESTUDO DO COEFICIENTE DE PARTILHA

Os resultados obtidos nos testes para a determinacido do coeficiente
de partilha estdo apresentados na Tabela 5. Os valores estdo sob a forma de log de
P.

Tabela 5.- Valores dos testes para determinacdo do coeficiente de partilha das
substancias ativas (lidocaina e prilocaina).

Substancias ativas (log P)

Lidocaina 1,836
Prilocaina 2,021




5.3 ESTUDO DA ABSORGAO PERCUTANEA

5.3.1 Estudos in Vitro

5.3.1.1 Método do “Tape Stripping”

A Tabela 6 e 7 mostram os valores obtidos durante a confecg¢ao da
curva de calibragao para determinacao do coeficiente de correlagado (r) e a equagéao
da reta para a lidocaina (Tabela 6) e prilocaina (Tabela 7). As curvas de calibragéao
foram obtidas pela projecdo, no eixo das abscissas (x), dos valores das
concentragdes de lidocaina (mol/L) e prilocaina (mol/L), e, no eixo das ordenadas
(y), dos valores referentes a espectrofotometria obtidos para cada concentragédo de

cada farmaco (Prancha 6 — A).

Tabela 6 — Parametros analiticos para a elaboragdo da curva de calibracdo da

lidocaina.
Concentragéo de solugao de lidocaina e alcool
etilico absoluto Valores de absorbancia
(1x10™

0 0,00000
1:9 0,09624
2:8 0,18657
3.7 0,25372
4:6 0,34723
5:5 0,42945
6:4 0,50627
7:3 0,59016
8:2 0,67555
9:1 0,75983

10 0,83154




Tabela 7 — Parametros analiticos para a elaboracdo da curva de calibracdo da

prilocaina.
Concentracao de solugéo de prilocaina e alcool
etilico absoluto Valores de absorbancia
(1x10™

0 0,000
1:9 0,059
2:8 0,118
3.7 0,184
4:6 0,222
5:5 0,271
6:4 0,321
7:3 0,37
8:2 0,425
9:1 0,450
10 0,523

Apos terem sido confeccionadas as equagdes de reta para ambas as
substancias testadas esses valores foram interpolados em suas respectivas
equacgdes e transformados em graficos que mostram a porcentagem da quantidade
de cada substancia aplicada que foi retida no estrato cérneo apds 1 minuto (Prancha
6 — B e C). Os valores referentes a estatistica descritiva dos dados de absorgéo para
a lidocaina e prilocaina para ambos os grupos do estudo estdo relacionados na
Tabela 14 (Apéndice), porém, os valores das porcentagens acumuladas estédo

mostrados em graficos na Prancha 7 - A.

Nao foram observadas diferengas significativas quando comparadas
as substancias ativas para os grupos (lidocaina: p= 0,644 e prilocaina: p= 0,364).

Teste t ndo pareado — P>0,05.



5.3.1.2 Células de difusao

A Tabela 8 mostra os valores obtidos durante a confecgcao da curva
de calibragdo para determinacéo do coeficiente de correlagdo (r) e a equacao da
reta para a mistura eutética de lidocaina e prilocaina. A curva de calibragao foi
obtida pela projecao, no eixo das abscissas (x), dos valores das concentragdes da
preparagao, em gramas, e, no eixo das ordenadas (y), dos valores referentes a

espectrofotometria obtidos para cada concentragédo (Prancha 8 — A).

Tabela 8 - Parametros analiticos para a elaboragao da curva de calibragédo da
mistura eutética de lidocaina e prilocaina.

Valores da diluicdo da mistura eutética de

. . : , Valores de absorbancia
lidocaina e prilocaina

0,00000 0,000
0,00001 0,059
0,00002 0,118
0,00003 0,184
0,00004 0,222
0,00005 0,271

Os valores referentes a estatistica descritiva dos dados de absorgao
para a mistura eutética estdo relacionados na Tabela 15 (Apéndice), porém, os
valores das porcentagens acumuladas estdo mostrados em graficos na Prancha 7-
B. Apo6s a equacédo de reta ter sido confeccionada, os valores de absorbancia,
medidos em espectrofotometria, foram interpolados nesta equacéao e transformados
em graficos que mostram a porcentagem da dose aplicada que foi resgatada apos
cada periodo de observacédo (Prancha 8 — B e C). Quando comparados os
resultados entre os grupos nao foi estabelecida diferenga estatistica significativa (p=

0,843) Teste T ndo-pareado— P>0,05.



5.3.2 Estudos in Vivo

Para a determinacédo dos valores do percentual da dose das
substancias ativas aplicadas na mucosa bucal dos pacientes, as mesmas equacgdes
de reta para a técnica do tape stripping (in vitro) foram utilizadas, tendo em vista o
comportamento similar dos farmacos envolvidos.

Da mesma maneira, os resultados foram interpolados em suas
respectivas equacgdes e transformados em graficos que mostram a porcentagem
acumulada da quantidade de cada substancia aplicada que foi retida no estrato
cérneo apds 1 minuto em uma média para os pacientes (Prancha 9 — A).

Os valores referentes a estatistica descritiva dos dados de absorgao
para a mistura eutética estao relacionados na tabela 16 (Apéndice).

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas apos
comparagao da quantidade dos farmacos absorvida pelas camadas superficiais
entre os grupos de estudo, sendo p=0,601 para a lidocaina e p=0,183 para a

prilocaina. Teste T ndo-pareado— P>0,05.



5.4 AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE

5.4.1 Estudo da permeabilidade vascular

Durante todo o periodo de pds — operatério, tanto para o
experimento relacionado a permeabilidade vascular quanto para o que avaliou a
resposta histolégica em tecido subcutaneo, os animais apresentaram-se saudaveis e
sem nenhum sinal de edema, supuragdo ou mesmo exposi¢cao dos tubos de
polietileno.

As médias e o desvio padrao (DP) da area de extravasamento, em
mm?, do corante Azul de Evans na regido subcutanea dorsal dos ratos, para cada

grupo experimental, substancias e tempos estao representados na Tabela 9.

Tabela 9 - Médias e desvio padrio (DP) da area de extravasamento (mm?), do corante Azul de
Evans na regido subcutanea dorsal dos ratos, para cada grupo experimental, substancias

e tempos.
Tempos Substancias
Gel Teste EMLA Gel Poloxamer Controle
3 horas 413,5 £ 281,2 339,9+91,7 1,1+£25 0x0
6 horas 452,6 £ 346, 1 330,4 +165,6 19,7 £ 17,8 00
9 horas 382,6 + 190,6 336,8+50,8 4,6 +10,2 0x0

Os resultados da reprodutibilidade dos dados para medicdes da area
do halo de extravasamento do corante Azul de Evans mostrou um coeficiente de
correlagédo intraclasse, com valor de 0=0,9899, considerado muito bom (Grafico 1 —
Apéndice). As comparagdes entre os grupos mostraram diferencas estatisticas
significativas (p<0,01 — Kruskal-Wallis), sendo utilizado entdo o teste de Mann-
Whitney para a comparagdo multipla. Foram observadas diferengas entre Gl (Gel
Teste) e Gl (EMLA®) quando comparados com Glll (Gel Poloxamer) e GIV

(Controle) (p<0,05 — Mann-Whitney). Contudo, ndo foram observadas diferengas



entre os grupos quando a variavel tempo foi analisada, como podemos observar na
PRANCHA 10 - A.

As médias e o desvio padrdao das medigdes da concentragdo do
corante extravasado, em pg/mL, pelo método da espectrofotometria para todos os

grupos experimentais estao relacionados na Tabela 10.

Tabela 10 - Médias e desvio padrao (DP) da medigao da concentragao do corante extravasado, em
pg/mL, na regido subcutanea dorsal dos ratos, para cada grupo experimental, substancias

e tempos.
Tempos Substancias
P Gel Teste EMLA GelPoloxamer Controle
3 horas 0,71+0,43 0,83 +0,32 0,13+0,17 0,05+ 0,05
6 horas 1,02+ 0,63 1,24 + 0,88 0,26 £ 0,24 0,02 £ 0,03
9 horas 2,18 + 1,60 1,64 £ 0,76 0,04 + 0,09 0,13 +0,20

Na Prancha 10 — B, sdo ilustradas as médias da concentracdo do
corante extravasado, mostrando um aumento em decorréncia do tempo. Foram
observadas diferengas estatisticas significativas considerando os grupos (p<0,0001
— ANOVA de 2 critérios) e tempos (p=0,022 - ANOVA de 2 critérios), porém, quando
essas duas variaveis foram analisadas de maneira simultdnea, n&o foram
observadas diferengas significativas (p=0,106). O teste de Tukey revelou diferengas
entre Gl e Gll (p<0,05 — Tukey) quando comparados com Glll e GIV, bem como,
entre os tempo de 3 e 9 horas (p<0,05 — Tukey) para os mesmos grupos. Realizou-
se uma correlacdo entre essas duas técnicas e os resultados mostraram uma

associagao positiva significativa para ambas, como esta ilustrado na Prancha 11 - A.



5.4.2 Analise Histologica

2 DIAS

Durante a analise descritiva para os grupos de dois dias observamos
que para o Grupo | (Teste) havia uma grande presenca de células inflamatdrias
(mononucleares e polimorfonucleares) e uma grande quantidade de vasos
sanguineos neoformados, consequentemente com grande exsudato inflamatério na
regido perivascular e infiltrado inflamatério presente em tecido conjuntivo, com
presenca de células inflamatorias dentro de tecido muscular. O Grupo Il (EMLA®)
apresentou caracteristicas semelhantes ao Grupo |, porém com pequeno infiltrado
inflamatdrio. Para o Grupo Il (Placebo) observamos grande presenga de células
inflamatdrias, principalmente células mononucleares dispersas e pequena
quantidade de polimorfonucleares neutréfilos, uma grande quantidade de vasos
sanguineos com um moderado exsudato inflamatério (edema) na regido
perivascular, porém, sem um infiltrado inflamatério para dentro de tecido adjacentes
de forma relevante. Para o Grupo IV (Controle) ndo havia presenca de células
inflamatdrias, com pequena quantidade de vasos sanguineos em tecido subcutaneo

e auséncia de edema e infiltrado inflamatério (Prancha 12 — A, B, C e D).
5 DIAS

A analise histologica para os animais com 5 dias revelou que para o
Grupo | (Teste) uma diminuicdo na quantidade de células inflamatérias e dos vasos
sanguineos neoformados, mostrando uma redugao do processo inflamatério agudo,

contudo pudemos observar que ainda havia leve presenga de exsudato inflamatério,



ainda adjacente a regiao perivascular e pequena infiltracdo de células inflamatdrias
em regides proximas a implantacdo do tubo. Para o Grupo Il (EMLA®) em
contrapartida, ainda existia uma grande quantidade de células inflamatérias presente
e também de vasos sanguineos, porém, com pequena presenca de edema e
infiltrado inflamatério. Pra o Grupo lll (Placebo) resultados similares ao Grupo Il
foram observados e para o Grupo IV (Controle) pode-se notar uma auséncia de
células inflamatdrias, bem como, de edema e infiltrado na regido de implantagédo do
tubo, porém com uma maior quantidade de vasos sanguineos neoformados quando

em comparagao com os animais de 2 dias (Prancha 13 — A, B, C e D).

15 DIAS

Durante a analise descritiva dos animais de 15 dias observou-se
para o Grupo | (Teste) pequena quantidade de células inflamatérias e vasos
sanguineos, com grande presenga de células fibroblasticas, com um exsudato
inflamatorio pequeno, bem como, o infiltrado inflamatério para dentro dos tecidos
adjacentes. Para o Grupo Il (EMLA®) pelo contrario, pode-se observar grande
presencas de células inflamatdrias, caracterizadas principalmente como histiécitos,
uma grande quantidade de vasos sanguineos e grande presenca de edema e
infiltrado inflamatério no tecido subcutdneo dos animais. O Grupo Il (Placebo)
mostrou pequena quantidade de células inflamatorias e de vasos sanguineos, pouco
edema e pequeno infiltrado inflamatério. O Grupo IV (Controle) manteve-se
inalterado por todo o periodo do estudo, isto &, com auséncia de células
inflamatdrias, edema e infiltrado inflamatério e pequena quantidade de caos

sanguineos (Prancha 14 — A, B, C e D).



As Tabelas 11, 12 e 13 resumem os resultados obtidos durante a

analise descritiva dos cortes histoldgicos.

Tabela 11 — Andlise descritiva (Qualitativa- 2 dias).

Presenca de células

Presencga de vasos

GRUPOS ; - Edema . Infiltrado inflamatorio
inflamatérias sanguineos
GRUPO | em grande perivascular em grande presente até o
quantidade intenso quantidade tec. Conjuntivo
em grande perivascular em grande
GRUPO I quantidade intenso quantidade pequeno
em grande em grande
GRUPO 1lI quantidade moderado quantidade pequeno
GRUPO IV auséncia auséncia em pequena auséncia
quantidade

Tabela 12 — Analise descritiva (Qualitativa- 5 dias).

Presenca de células

Presencga de vasos

GRUPOS . - Edema ; Infiltrado inflamatério
inflamatorias sanguineos
GRUPO | moderada pequeno moderada pequeno
em grande em grande
GRUPO I quantidade pequeno quantidade pequeno
Em grande em grande
GRUPO Il quantidade pequeno quantidade pequeno
GRUPO IV auséncia auséncia em pequena auséncia
quantidade

Tabela 13 — Analise descritiva (Qualitativa- 15 dias).

Presenca de células Presencga de vasos

GRUPOS ; - Edema . Infiltrado inflamatério
inflamatorias sanguineos
em pequena em pequena
GRUPO | quantidade pequeno quantidade pequeno
Em grande perivascular em grande
GRUPO I quantidade intenso quantidade pequeno
em pequena em pequena
GRUPO il quantidade pequeno quantidade pequeno
GRUPO IV auséncia auséncia em pequena auséncia
quantidade

Nessa etapa efetuou-se também a atribuicdo de escores a reacao

inflamatdria causada pela presenca das substancias testadas, quando essas ficaram

em contato com o tecido subcutaneo dos animais no interior dos tubos de polietileno



(Analise Semi-quantitativa). Os resultados foram comparados considerando cada um
dos tempos de observacgdo, seus respectivos tratamentos e valores de escores.
Nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada para os grupos nos
periodos de 2 (p=0,124) e 5 dias (p=0,214). As figuras A e B, da Prancha 15,
demonstram o percentual dos escores para os tratamentos realizados em cada
periodo de observacédo. Para o periodo de 15 dias existiram diferengcas entre os
valores de escores para os tipos de tratamento, com p = 0,001. Para a comparagéao
entre os tipos de tratamento foi utiizado o teste de Mann-Whitney e foram
observadas diferencas entre Gll e todos os outros grupos, bem como, diferengas
entre Gl e Glll quando comparados com GIV, porém sem diferengas entre ambos.

Esses resultados estédo representados na PRANCHA 15 - C.



Prancha 6 — Graficos das curvas de calibragcao para lidocaina e prilocaina e graficos
dos resultados encontrados pela interpolacdo dos resultados em suas respectivas

equacoes de reta.
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A - Curvas de calibracdo para a lidocaina (em rosa) e prilocaina (em azul), em comprimento

de onda (A) de 220 nm e 240 nm, respectivamente.

B e C - Curva dos valores de absorgdo em mol/L de lidocaina (em azul) e prilocaina (em
rosa) apos a aplicacdo do Gel Teste (B) e EMLA® (C) sobre a pele. Diferencas néo
significativas entre os grupos | “versus” Il para Lidocaina e Prilocaina (respectivamente p=

0,644 e p= 0,364). Teste t ndo pareado — P>0,05.



Prancha 7 — Graficos dos valores das porcentagens acumuladas para a lidocaina
e prilocaina nos grupos, obtidas na realizagdo do método do “Tape Stripiing” para
a avaliagdo da absorcao percutdnea e para o método de células de difusao (in
vitro).
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Substancias
Gl x Gll — diferencgas nao significativas — p=0,843 (Teste T ndo pareado)

A — Gréafico dos valores das porcentagens acumuladas para a lidocaina e
prilocaina nos grupos | e Il.

B — Gréfico dos valores das porcentagens acumuladas para os grupos | e Il pelo
método de células de difusdo.



Prancha 8 — Graficos das curvas de calibracdo para a mistura eutética de
lidocaina e prilocaina e seus respectivos resultados apés interpolacdo dos dados
na equacao de reta.
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A - Curva de calibragdo para a mistura eutética de lidocaina e prilocaina.

B — Curva dos valores de absor¢do para a mistura eutética de lidocaina e
prilocaina apos aplicagdo do Gel Teste em decorréncia do tempo (minutos).

C — Curva dos valores de absorgdo para a mistura eutética de lidocaina e
prilocaina apés aplicacdo do EMLA® em decorréncia do tempo (minutos).



Prancha 9 — Gréficos dos valores de “Tape Stripping” do estudo realizado em
humanos.
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Lidocaina — Gl x Gll — diferengas nao significativas — p=0,601 (Teste T ndo pareado)
Prilocaina — Gl x GlI - diferengas nao significativas — p=0,183 (Teste T nao pareado)

A — Grafico dos valores obtidos, em porcentagem acumulada de dose aplicada,
apos a aplicagao do Gel Teste e EMLA®, pelo periodo de 1 minuto, em mucosa
bucal. Lidocaina (Gl) = 6,37/ (Gll) = 6,91. Prilocaina (Gl) = 5,08/ (Gll) = 6,18.



PRANCHA 10 — Resultados da analise da permeabilidade vascular.

* Tempo
A M 3 horas A

600,00~ B 6 horas

] 9 horas

Média (mm2)

1
Teste Poloxamer EMLA Salina
Grupo
p<0,01, diferengas significativas entre os grupos - KruskalWallis

* “versus”Polaxamer e Salina—p<0,05, diferengas significativas em todos os tempos — Mann Whitney
Tempos 3h, 6h e 9h —diferengas ndo significativas -p>005 em todos os grupos- - Friedman

* Tempo B
M 3h

3,000 ——"—— M 6n
[Con

Concentracédo (ug/mL)

Teste Poloxamer EMLA Salina

Grupo

Diferengas significativas para Grupo (p<0,0001); Tempo (p=0,022) — ANOVA dois critérios
Interacéo Grupo x Tempo — diferenga n&o significativa — p=0,106

* “versus” Poloxamer e Salina — p<0,05, diferencgas significativas — Tukey

3 horas “versus” 9 horas — p<0,05, diferengas significativas — Tukey

A — Avaliagdo da permeabilidade vascular através da mensuragdo do
extravasamento do vascular do azul de Evans (Média e Erro Padrao);

B — Avaliagdo da permeabilidade vascular através da concentragdo de azul de
Evans (Média e Erro Padréao).



PRANCHA 11 - Resultados da analise da permeabilidade vascular.
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Correlagéo significativas r=0,674 (p<0,0001) — Pearson

A - Relacao entre as medicdes dos halos (mm2) com a concentracido de azul de
Evans no tecido.



PRANCHA 12 — Laminas histolégicas para o periodo de 2 dias.

A - Corte histologico do grupo Controle - 2 dias — HE — 100 x.
B - Corte histoldgico do grupo Poloxamer - 2 dias — HE — 100 x.
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C - Corte histolégico do grupo EMLA - 2 dias — HE — 100 x.
D - Corte histolégico do grupo Teste - 2 dias — HE — 100 x.



PRANCHA 13 — Laminas histologicas para o periodo de 5 dias.

A - Corte histolégico do grupo Controle 5 dlas —HE - 100 X.
B - Corte histoldgico do grupo Poloxamer - 5 dias — HE — 100 x.



C - Corte histolégico do grupo EMLA - 5 dias — HE — 100 x.
D - Corte histologico do grupo Teste - 5 dias — HE — 100 x.



PRANCHA 14 - Laminas histoldgicas para o periodo de 5 dias.

A - Corte histoloégico do grupo Controle - 15 dias — HE — 100 x.
B - Corte histoldgico do grupo Poloxamer - 15 dias — HE — 100 x.
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C - Corte histolégico do grupo EMLA - 15 dias — HE — 100 x.
D - Corte histolégico do grupo Teste - 15 dias — HE — 100 x.
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PRANCHA 15 — Resultados da analise dos escores de inflamacao referente aos
tempos de observacao de 2, 5 e 15 dias. Valores em percentual.
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A - Frequéncia de escores para o periodo de observagao de 2 dias. Nao significativo (p =
0,124).

B - Freqiéncia de escores para o periodo de observagao de 5 dias. N&o significativo (p =
0,214).

C - Freqléncia de escores para o periodo de observagao de 15 dias. * “versus”
CONTROLE (p =0,032) e * * “versus” TESTE, POLOXAMER e CONTROLE (p=0,001).



6 DISCUSSAO

Os copolimeros em bloco de 6xido de etileno e 6xido de propileno
(PEO-PPO-PEOQO), também conhecidos como poloxamers, tém sido freqientemente
estudados em aplicagdes farmacéuticas, como excipientes para a liberagdo de
farmacos na regido oral, parenteral, retal, ocular e topica, em fungdo da baixa
toxicidade e disponibilidade comercial (Scherlund et al., 2000).

O estudo realizado por Donaldson et al. (2003) relata a utilizagao
desse tipo de produto para o procedimento anestésico no tratamento da doenca
periodontal. Foi analisada a capacidade de um gel termosensivel a base de
poloxamer 407 e 188, lidocaina e prilocaina, em produzir anestesia dentro das
bolsas periodontais. Os escores obtidos, por meio da utilizagédo da escala visual
analdgica para analise de dor, mostrou uma maior efetividade para o gel testado
quando comparado com o grupo placebo, considerando a redugéo da sensibilidade
dolorosa durante o procedimento de raspagem.

A padronizacgao das caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas
€ extremamente importante para assegurar o efeito terapéutico adequado do
medicamento (ANDRADE et al., 2005; GUEDES, 1987). Uma contaminagao
microbiana da forma farmacéutica pode, inclusive, levar a um agravamento da
patologia em tratamento (AUTON, 2005).

Nas formulagdes orais, o parametro de pH é de elevada relevancia.
Para preparagdes aplicadas na mucosa bucal, indica-se um pH variando entre 5,5 e
8,0 (APPEL & REUS, 2003). Valores de pH abaixo de 5,5 podem provocar lesées
ulcerativas e injurias em contato com a mucosa bucal, além de possibilitar uma

desestruturagado da hidroxiapatita, que forma o esmalte e a dentina, favorecendo a



formagdo de caries. Ja quando se utilizam preparagdes com valores de pH
superiores a 8,0, em contato com a mucosa bucal, podem ocorrer lesbées ulcerativas
e irritacdo no epitélio bucal. Isso justifica a necessidade da corre¢cdo de pH
empregada para o gel, reduzindo o pH para um valor de 7,80.

Além disso, um pH alto faz com que a lidocaina (pK, 7,86) e a
prilocaina (pKas 7,89) (Scherlund et al., 2000) estejam menos ionizadas em agua,
atuando como solutos hidrofébicos (lipofilicos), de maior absorgao pela mucosa. Por
outro lado, um produto com pH excessivamente baixo (menor que 5,5), faz com que
os farmacos fiquem positivamente carregados, possibilitando que essas substancias
se comportem como tensoativos catidnicos soluveis em agua, mas dificultando a
absorcao através da mucosa bucal.

O pH também influencia na geleificacdo da forma farmacéutica. Em
pH mais elevado, proximo e acima do pK, dos farmacos, pode ser verificado que o
ponto de geleificagdo diminui com o aumento da concentragdo de lidocaina e de
prilocaina presentes. A origem desse efeito € a presengca de componentes
hidrofébicos que induzem a formacdo de micelas e causa um intumescimento
micelar (ALEXANDRIDIS e HATTON, 1995). Em pH 5,0, por outro lado, o
comportamento oposto € observado, ou seja, a temperatura de geleificagéo
aumenta, com o incremento na concentragdo das substancias ativas. Esse aspecto
€ bem interessante e pode indicar que os farmacos, nas suas formas ionizadas em
funcao do pH, interagem com a por¢ao PEO hidrofilica do polimero, de uma maneira
similar a encontrada para tensoativos catiénicos de cadeia pequena. Pela introdugéo
de cargas na cadeia polimérica, a solvéncia do polimero aumenta eficientemente
(Goddard and Ananthapadmanabhan, 1993), resultando em um incremento na

temperatura necessaria a geleificagao.



Essas observagbes sdo compativeis com o0s resultados
apresentados por estudos prévios sobre os efeitos dos componentes hidrofébicos na
formagdo do gel de copolimeros em bloco de PEO-PPO-PEO. Por exemplo,
Malmsten and Lindman (1992) investigaram o processo de geleificacdo do Lutrol®
F127 e descobriram que o t-butilbenzeno diminui a temperatura de geleificagdo para
esse polimero. De maneira analoga, Gilbert et al. (1987) observaram que o acido
benzéico e os ésteres do acido p-hidroxibenzdico causam um decréscimo na
temperatura de geleificagdo dos blocos do copolimero e que, quanto mais
hidrofdbico € o soluto, maior sera este efeito na temperatura de geleificagao.

De acordo com a literatura (Scherlund, 2000), a escolha de um pH
préximo a 7,8 para um gel anestésico contendo polimeros termosensiveis possibilita
um sistema com um ponto de geleificacdo entre a temperatura ambiente e a
temperatura corporal, disponibilizando uma taxa de liberagao inicial alta, tornando o
gel adequado para o uso como anestésico bucal.

Com relacdo ao estudo de estabilidade, ndo foram observadas
alteracdes significativas de pH para o Gel-Teste (7,71) e para o Gel Poloxamer
(7,63), apdés 3 (trés) meses da manipulagdo, assegurando a manutengdo das
propriedades necessarias ao uso indicado.

A respeito da densidade, observou-se que a incorporagao da
lidocaina e da prilocaina, na concentragdo total de 50 mg/g, ndo resultou em
alteracdo consideravel a densidade da formulagdo do Gel Teste em relagao ao Gel
Poloxamer, mantendo-se em valores proximos a 1,0 g/mL. Esses resultados para o
Gel Teste, que apresentou densidade média de 1,01623 g/mL, estabelecem uma

relagdo importante para a determinagao do volume a ser administrado quando do



uso clinico, pois permitem a correlagdo entre a massa e o volume do gel presente,
garantindo a dose adequada.

O ensaio de consisténcia, baseado no método de Panseri et al.
(1979), fornece a medida do escoamento das formulagdes estudadas entre duas
placas de vidro, sendo indicativo da viscosidade dessas formas farmacéuticas.
Assim, quanto maior o didmetro do halo formado, maior o escoamento e menor a
viscosidade da preparagao em estudo.

Analisando-se os valores apresentados na Tabela 4 para o Gel
Teste e para o Gel Poloxamer, observou-se que a consisténcia (em cm) das
formulacbes aumenta com a elevagdo da temperatura, sobretudo quando se
compara a temperatura ambiente (22 °C) com as temperaturas mais altas (30, 37 e
40 °C). Esses dados estdo de acordo com os achados de Scherlund, Malmsten,
Brodin (1998), os quais afirmam que o uso dos copolimeros em bloco (PEO-PPO-
PEQO), como excipientes termosensiveis para géis, permite a formacao de fluidos de
baixa viscosidade na temperatura ambiente e géis elasticos rigidos na temperatura
corporal. Essa caracteristica € extremamente relevante ao uso em anestesia local,
pois possibilita que a forma farmacéutica se mantenha no interior da bolsa
periodontal, permitindo um maior contato das substancias ativas com o tecido
inflamado e possibilitando uma adequada liberagdo das mesmas, levando a agao
nos receptores nociceptivos.

Outro aspecto interessante, € que o aumento da consisténcia do gel
termosensivel, em contato com a temperatura corporal, pode atuar como uma
barreira na difusdo do(s) farmaco(s) através da matriz polimérica, resultando na
liberacdo modificada dos mesmos. Porém, essa afirmacdo deve ser considerada

com cautela, uma vez que Miyazaki et al. (1984) revelam que quanto mais alta a



temperatura, maior é a liberagao do farmaco da estrutura do gel, indicando que a
liberagdo da substancia ativa através da estrutura polimérica do excipiente € um
processo dependente da energia, resultante do incremento da temperatura. O
aumento da liberagdo com o aumento da temperatura sugere que as caracteristicas
de liberagdo do farmaco através da estrutura polimérica do gel devera mudar de
acordo com a variagao da temperatura corporal (SHIN, CHO, YANG, 2004), como
ocorre em processos inflamatorios.

Os valores para a consisténcia média de ambos os géis, nas
temperaturas de 30, 37 e 40°.C, podem ser considerados semelhantes. Porém, na
temperatura ambiente (22 °C), a consisténcia do Gel Teste apresentou um valor
superior a consisténcia do Gel Poloxamer.

Isso pode ser explicado baseando-se nos estudos de Scherlund,
Malmsten, Brodin (1998) e Scherlund et al. (2000), os quais observaram que a
geleificacdo do Lutrol® 127 é influenciada pela presenca de substancias ativas, como
a lidocaina e a prilocaina, no fato de que a presencga desses farmacos permitiu a
formagao de micelas oligoméricas, mesmo em temperaturas abaixo de 25 °C, e que
essa informacdo deve ser levada em consideragdo, quando na escolha da
concentragcdo adequada do polimero.

De acordo com a literatura (Scherlund et al., 2000), outro fator que
influencia na viscosidade do gel é a concentragdo de Lutrol® 127 e de Lutrol® F 68
presente no sistema, pois quanto maior a concentragao de Lutrol® 127, menor sera o
ponto de geleificagdo, assim como, quanto maior a concentragao de Lutrol® F 68,
maior o ponto de geleificagao.

Em relagao ao controle de qualidade microbiolégico de produtos néo

estéreis, nos quais admite-se a presenca de carga microbiana limitada, o objetivo



imediato desta analise € comprovar a auséncia de microrganismos patogénicos e
determinar o numero de microrganismos viaveis, em fungao da utilizagao do produto,
por exemplo, para o uso oral. Deve-se ressaltar que carga microbiana elevada pode
comprometer a estabilidade do produto, consequentemente, pode haver perda da
eficacia terapéutica, por degradagao do principio ativo ou por alteracdo de parametro
fisico fundamental para a sua atividade, como é o caso do pH (ANDRADE et al.,
2005).

Com relagao aos resultados microbioldgicos, verificados para o Gel
Teste e para o Gel Poloxamer, ndo foram observados o crescimento fungico e o
bacteriano, encontrando-se, portanto, em conformidade com a legislagao (BRASIL,
1999) que estabelece que produtos topicos tém, como limites de aceitagdo, em
termos de microrganismos aerébios viaveis totais, ndo mais que 10® UFC/g ou mL,
sendo o limite maximo de 5 x 10° UFC/g ou mL e auséncia de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e coliformes totais e fecais. Esses achados
revelam a eficiéncia do conservante empregado, quando da manipulagdo das
formulacgoes.

Entre os varios sistemas de liberagao de farmacos, o de liberacéo
percutanea tem sido amplamente empregado como um sistema avangado para este
fim, possuindo varias vantagens no controle e manutengcdo das substancias ativas
de varias preparagdes de acgao local (SHIN, CHO, YANG, 2004).

O método utilizado para a determinagao do coeficiente de partilha
das substancias ativas estudadas foi aquele preconizado pela OECD (1995), que
estabelece uma sensibilidade que varia entre valores de -2 e 4 validando os

resultados obtidos neste estudo (2,021 para a lidocaina e 1,836 para a prilocaina).



Esses indicadores mostram uma caracteristica de anfifilidade para
ambas, isto é, significa que sdo moléculas que combinam propriedades hidrofilicas e
lipofilicas (hidrofébicas), o que € também citado em Scherlund et al. (2000).

Para uma melhor definicdo, podemos citar Wester e Maibach (1999),
ao relatar que moléculas anfifilicas sdo caracterizadas por sua alta afinidade pelas
fases lipofilicas, bem como pelas fases aquosas da estrutura estratificada do estrato
cérneo da pele e que em alguns momentos estdo completamente misturados, tanto
na fase oleosa quanto na aquosa.

Contudo, Vickers et al (1997), relataram que o valor do coeficiente
de partilha para a lidocaina seria de 2,9 e para a prilocaina de 1,0, o que permitiria
uma absor¢gao mais rapida da lidocaina através da mucosa. Entretanto, de acordo
com os resultados obtidos para os testes de absorg¢ao percutanea (in vitro e in vivo),
nao foram observadas diferengcas estatisticas significativas entre as duas
substancias ativas, considerando as quantidades que ultrapassaram as primeiras
camadas epiteliais, sejam em pele humana ou em mucosa bucal.

Segundo Schaefer e Redelmeier (1996), € necessario que o solvente
apresente uma boa correlagdo com absorgao percuténea e, para tal, deve exibir um
coeficiente de partilha similar, pois este valor reflete no coeficiente de
permeabilidade. Esse critério é encontrado no octanol, que é o Uunico com
semelhancga polar a barreira de difusdo da pele. Assim, foi dada preferéncia ao
octanol para a realizagdo da fase oleosa do teste, uma vez que essa substancia

satisfaz as pressuposi¢des técnicas sugeridas naquele estudo.



Segundo normativa técnica da OECD (1995) optou-se pelo uso da
agua destilada.

Para os testes de absorcao percutanea foram avaliadas duas formas
farmacéuticas, o Gel Teste (Grupo |) e o EMLA® (Grupo Il), ambos anestésicos
tépicos, sendo o segundo usado como produto de referéncia para comparagao dos
resultados (Scherlund et al., 2000).

Em suas aplicagdes em cavidade bucal, os anestésicos locais
tépicos devem permanecer sobre a superficie da mucosa em sua forma nao-
ionizada e hidrofdbica, por um periodo de tempo adequado, para que possa penetrar
no estrato cérneo e, consequentemente, atuar nos receptores nociceptivos para
inibir a sensibilidade dolorosa (SHIN, CHO, YANG, 2004).

E extremamente dificil prever os efeitos terapéuticos de farmacos
incorporados as pomadas e cremes quando aplicados em cavidade bucal, pois, a
umidade (saliva e fluido gengival), o movimento e contato de estruturas internas,
como a lingua, facilmente fazem a remocgao dessas formas farmacéuticas.

Quando efetuada uma comparagéo clinica por meio de inspecao
visual, durante a realizacdo do método do “Tape Stripping” em humanos, foi
observada uma maior adesividade do Gel Teste, quando comparado ao EMLA®, a
mucosa bucal. Isso pode ser explicado pelas caracteristicas fisico-quimicas das as
férmulas farmacéuticas, sendo a primeira composta por um excipiente termosensivel
que se transforma em gel a temperatura corporal e, a segunda, composta em grande
parte por substancias oleosas, que como citado anteriormente, sdo facilmente
removidas por simples limpeza mecéanica. Para cavidade bucal, apesar dos
resultados da porcentagem da dose acumulada para os farmacos constituintes das

formulagées ndo mostrarem diferengas significativas, seria mais indicado o uso do



Gel Teste, devido a sua maior adesividade a mucosa, ainda mais pelo fato de que
sua indicagao primordial é para o uso dentro de bolsas periodontais, as quais tém
constante liberacdo de fluidos (fluido gengival) de maneira fisiolégica, que é
aumentada em condicdes de inflamacéo.

As técnicas in vitro para a mensuracéo da capacidade de farmacos
penetrarem na pele sdo bastante variadas e uteis. Segundo Howes et al. (1996),
durante o “Workshop” da ECVAM para avaliagdo dos métodos de absorgéo
percutanea, foi concluido que, a técnica de células de difusdo de uma camara € um
modelo bastante apropriado para esse tipo de estudo e que a pele humana é a
membrana de escolha. Estando de acordo com a literatura pertinente, optamos pela
escolha tanto do método, quanto da utilizagdo da membrana, citados acima.

Contudo, alguns fatores podem alterar a taxa de absorgcdo de
determinadas formas farmacéuticas, tais como, a quantidade da dose aplicada, seu
veiculo e/ou excipiente, o tempo de aplicagao, a localizagao anatémica, temperatura,
pH, e coeficiente de partilha. Dentre eles, as caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos, parecem ser as que mais influenciam a absorgéo, porém, a quantidade da
dose aplicada na superficie da pele ou da mucosa, também é um fator que esta
intimamente relacionada com a taxa de absorcao das substancias ativas.

Isso também foi observado neste estudo, pois, quando comparados
os resultados da avaliagdo in vitro e in vivo, pelo método do “Tape Stripping”, para o
primeiro obtiveram-se resultados da porcentagem da dose aplicada, ap6s 1 minuto,
em torno de 72% para o Grupo | e 62% para o grupo ll, ressaltando que a
gquantidade das formulag¢des colocadas sobre a superficie da pele foi de 250 mg. Por
outro lado, para o segundo (experimento in vivo), onde foi aplicada uma quantidade

menor das formulagdes sobre a mucosa (60 mg), foram observados resultados da



porcentagem da dose aplicada significativamente menores, em torno de 9%, para os
grupos. Segundo Junginger, Hoogstraate e Verhoef (1999) a baixa permeabilidade
da mucosa bucal, também pode ter influenciado nestes resultados. Katchburian e
Arana (1999) relatam, contudo, que a estrutura histolégica da mucosa bucal e da
pele é bastante parecida, inclusive continuam a apresentar células semelhantes as
encontradas nas camadas superficiais da pele, sendo, denominada como estrato
superficial. Esse resultado pode ter sido influenciado também em fungdo do menor
numero de amostras obtidas nas extragdes da mucosa bucal, devido ao menor
numero de camadas daquela estrutura (5 tapes), enquanto que, da pele, puderam
ser obtidas 15 amostras, o que pode ter permitido uma recuperagao maior do
farmaco, sugerindo um melhor indice de absorgéo.

A diferenca entre as quantidades das preparagbes utilizadas no
estudo, fundamentou-se na literatura cientifica e na pratica clinica. Shin, Cho, Yang
(2004), na sua pesquisa, utilizaram 500 mg da formulagao farmacéutica. Scherlund
et al. (2000) utilizaram 1 g de uma forma farmacéutica similar a usada neste estudo
para os testes de absorgdo. Vickers et al. (1997) usaram 8 mg de EMLA® para
mensuragao da quantidade de lidocaina e prilocaina absorvida em plasma. Neste
estudo tentou-se reproduzir o mais fielmente possivel a pratica clinica, considerando
a quantidade do produto utilizado em cavidade bucal, porém, sem desviar-se do
carater cientifico. Portanto, nos estudos in vitro preferiu-se utilizar quantidades
semelhantes as descritas anteriormente (250 mg), com exce¢do ao estudo de
absorcao em células de difusdo, cuja normativa técnica (OECD, 2004) prevé o uso
de uma dose, a mais proxima da realidade clinica (60 mg). Relevante acrescentar

que, em humanos, é impraticavel o uso de grandes quantidades de produto, uma



vez que a regiao indicada para o uso (o interior da bolsa periodontal) mede apenas
alguns milimetros (4 a 12 mm).

Qualquer agente que induza a certo tipo de reagao inflamatoria é
denominado como agente flogégeno. Uma injuria quimica ocorre quando um tecido
vital &€ exposto a solugdes ndo compativeis com o metabolismo celular. A fase inicial
da resposta inflamatéria € caracterizada por uma vasodilatagdo, um aumento da
permeabilidade vascular e da migragdo celular. Em virtude do aumento da
permeabilidade vascular, alguns fluidos, eletrdlitos e proteinas escapam, em
quantidades elevadas, através da parede endotelial dos vasos e sdo coletadas no
espaco intercelular, consequentemente, induzindo a uma resposta inflamatéria e
edema. Um método simples para a mensuragao do percentual de edema, ou seja,
uma avaliagao da resposta inflamatéria de fase aguda, é baseado na ligagao entre
proteinas plasmaticas e alguns corantes vitais dentro da regido em que esta
ocorrendo a inflamagao, denominado de andlise da permeabilidade vascular. Alguns
corantes vitais, como o Azul de Evans, quando administrado por via endovenosa,
interage com o nitrogénio basico da albumina plasmatica e serve de marcador para
deteccao de extravasamento de proteinas para os sitios inflamados.

De acordo com Sousa, Bramante e Taga (2005), além de ser uma
técnica de simples execugdo e de desempenho direto, ela permite uma rapida
visualizagdo para a avaliagdo do potencial inflamatério de uma variedade de
substancias que tenham um potencial irritante.

Neste estudo, foram adotados dois métodos para a mensuracéo da
fase aguda da resposta inflamatéria: a analise da area de extravasamento do
corante, em mm?, e a quantificagdo do corante extravasado, em ug/mL, por meio de

espectrofotometria. Ambas as técnicas foram correlacionadas para analisar as



diferencas observadas entre as figuras A e B da Prancha 10, como ilustrado na
figura A da Prancha 11. O resultado mostrou uma associagao positiva significativa
entre as técnicas

Foram observados resultados similares quando os grupos foram
comparados (Gl e Gll # Glll e GIV), porém, em relagdo aos tempos de observacéao, o
primeiro método ndo demonstrou diferencas estatisticas significativas, diferente do
observado na técnica que utilizou a espectrofotometria. Este método mostrou
diferencas entre os tempos de 3 e 9 horas, mostrando um aumento gradual na
concentragdo de corante extravasado (ug/mL). Isso pode ser explicado devido ao
fato do organismo dos animais necessitar de mais tempo para eliminar ou diluir
totalmente os principios ativos das substancias testadas aumentando, portanto, a
quantidade de exsudato inflamatério e edema na regido, consequentemente,
aumentando a concentracao do Azul de Evans.

Tem-se que levar em consideragcdo que a diferenga entre os
resultados obtidos para as técnicas, considerados os tempos de observagao, podem
ser explicados também devido as propriedades fisico-quimicas das substancias
estudadas. Afinal se uma substancia tem um poder de difusdo maior entre o tecido
subcutédneo do animal quando comparada a outra, nem por isso terd uma maior
capacidade de agressdo a esse tecido. Existe, contudo, uma possibilidade que,
apesar dos halos possuirem o mesmo tamanho, a concentragcdo de corante
extravasado ndo ser a mesma, como se pode comprovar com a sua quantificacéo
(ug/mL). Pode-se dizer que o método para quantificagdo do corante pela técnica de
espectrofotometria € mais sensivel quando se pretende mensurar a concentragao do

Azul de Evans extravasado.



A auséncia de estudos correlatos na area, ou seja, que utilizaram
substancias anestésicas topicas, torna impraticavel a confrontagdo de dados para a
realizacdo da discussao, porém, algumas observagdes merecem ser comentadas
em relacdo ao material e métodos de outros estudos que utilizaram as mesmas
técnicas. Por exemplo, a maioria deles (SOUZA, BRAMANTE e TAGA, 2005; SILVA,
ALMEIDA e SOUZA, 2004; SOARES e SOUZA, 2003; TRULILLO JR et al, 2003;
CANOVA et al, 2002; SILVEIRA, TAVARES e SOARES, 1994) usa um dispositivo
padronizado de diferentes didmetros para a realizagdo das bidpsias, variando entre
23 e 35 mm. Neste estudo, nao foi utilizado esse método pelo fato de néo existir
garantias de que os halos azulados formados pelo extravasamento do corante Azul
de Evans fossem menores que os didmetros utilizados por esses pesquisadores. Ha
experimentos que descrevem apenas um periodo de observagdo, como pode ser
visto em Nagem-Filho et al (2003) e Silveira, Tavares e Soares (1994) enquanto
outros usam, na maioria das vezes, dois ou trés periodos de observagdo. Neste
trabalho foram utilizados trés periodos para observacédo da fase aguda da
inflamacao (3, 6 e 9 horas) os quais caracterizam as respostas de fase aguda. Outra
importante diferenga esta no fato de que os resultados apresentados por Souza,
Bramante e Taga (2005); Silva, Almeida e Souza (2004); Brunini (2003) e Souza e
Soares (2003) em relagao ao Grupo Controle (solugéo salina) mostram valores muito
maiores que o0s agora observados, que se mantiveram muito préximos de zero,
comparaveis inclusive com aquele encontrados por Nagem — Filho et al (2004) e
Silveira, Tavares e Soares (1994).

Essas diferengas podem ser explicadas devido a forma como foi
realizada a obtengao do branco da amostra, pois, os trabalhos citados anteriormente

utilizaram a propria solugdo de formamida para tal etapa. No presente trabalho e



naquele descrito em Canova et al (2002) foi usado, como branco da amostra, para
realizacdo das mensuragdes de espectrofotometria, uma solugdo preparada do
fluido extraido de amostras das bidpsias removidas da regido dorsal dos animais
que, apesar de terem sido inoculados com o Azul de Evans, ndo apresentavam
evidéncias visuais dos halos azulados de extravasamento do corante. Preferiu-se a
utilizacao desse protocolo porque a formamida ndo é especifica somente para a
extragcdo do corante Azul de Evans presente nas areas de inflamacéo, pois ela
dissolve lipidios, ocasionando turbidade da amostra levando a erros, visto que a
mesma apresenta absorgao de luz. Outro fator importante € que, naqueles estudos,
foram utilizadas férmulas matematicas pré-determinadas para o célculo dos valores
das concentragbes de Azul de Evans e nao a interpolacdo dos dados obtidos, na
espectrofotometria, em uma equacao de reta confeccionada com valores conhecidos
de concentragao do corante, como realizado neste estudo. Isso pode ter causados
as diferencgas nos resultados obtidos por eles.

As reagbes teciduais na regido subcutdnea podem variar com o
material implantado, de acordo com o seu tamanho, sua consisténcia e pureza, bem
como pela condicdo de implantagcdo desse material (TORNECK, 1966). Muitos
desses fatores que podem afetar as reagdes teciduais na regido subcutanea,
contudo, podem ser controlados usando as recomendagdes apresentadas para a
American Dental Association (ADA) por meio do Concil on Dental Materials and
Devices (1972), divulgado com o objetivo de padronizar a metodologia para a
avaliacdo da reacao inflamatéria em testes de curta duragdo. Seguindo essas
recomendagdes, este trabalho utilizou tubos de polietileno para avaliar a reagao
inflamatdria no tecido subcutdaneo de ratos quando esses foram implantados na

regido dorsal, contendo no seu interior as substancias testadas durante os estudos.



Além de proporcionar um maior contato dessas substancias com a regiao do tecido
conjuntivo, os tubos de polietileno facilitam a localizagao do material implantado.

De acordo com a analise das laminas, realizada de forma qualitativa
e semi-quantitativa, ou seja, sendo feita a descrigdo dos achados histopatoldgicos
(qualitativa) e a atribuicdo de escores aos niveis de inflamagao (semi-quantitativa),
observou-se para o periodo de 2 dias, no Gl, intensa reagao inflamatéria sendo que,
40% dos escores estavam caracterizados como reagao severa € 40% como reagao
leve, totalizando 80% desses valores. De acordo com os resultados apresentados
em Oliveira et al (2004) o processo de degradagdao acomete o recrutamento de
células predominantemente polimorfonucleares (PMNs) no estagio inicial da fase
aguda da inflamacgao. Esse estagio é também relacionado com o trauma cirurgico.
De fato, a presenga de um preponderante exsudato inflamatério agudo no grupo de
dois dias de observagdo para a andlise histolégica pode nao ter sido causado
somente pela presenga das substancias testadas, mas também, pelo proprio trauma
cirurgico, especialmente no grupo controle, que apresentou 20% da contagem dos
escores caracterizados como inflamacgao de nivel moderado. Apesar dos resultados
apresentados na analise qualitativa, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os tipos de tratamento para o periodo de 2 dias.

Quando o segundo periodo do estudo (5 dias) foi analisado nao
encontramos diferengas significativas entre os grupos, o que demonstra uma
regressao da intensidade do infiltrado inflamatdrio apds decorridos mais alguns dias

da primeira avaliagéo.



Entretanto, quando o terceiro periodo de estudo (15 dias) foi
analisado, algumas diferengas foram observadas, tanto para a analise qualitativa
das laminas quanto para a semi-quantitativa. Em relagdo a analise semi-quantitativa,
pode-se observar, de acordo com a figura C da Prancha 15, uma grande diminuigao
no percentual dos escores para os grupo |, Il e IV, sendo que para o Gl, 100% dos
valores foram caracterizados como tendo um nivel de inflamagao considerado leve,
demonstrando uma regressao da intensidade do infiltrado inflamatério, como antes
observado para o periodo de 5 dias. Contudo, quando o percentual de escores do
GlI foi observado, pdde-se ver que houve um aumento consideravel na evolugéao do
quadro inflamatério ao compara-los com os resultados obtidos para o mesmo
tratamento no periodo de 2 e 5 dias, apresentando 80% dos seus valores
caracterizados como inflamagao de nivel moderado. Quando sdo comparados os
resultados da anadlise semi-quantitativa, esse é o unico periodo de observagédo que
possui diferengcas entre os tipos de tratamento, tendo GIl como o grupo que
apresentou o maior nivel de inflamacgao, diferente, portanto, de todos os outros
tratamentos. Nao foram observadas, contudo, diferengas entre os grupos | e lll,
porém ambos foram diferentes do grupo controle. A explicagao para o fato do grupo
Il apresentar um potencial mais irritante a longo prazo reside na composi¢gao quimica
de sua férmula, influenciada ndo s6 por seus principios ativos (lidocaina e
prilocaina, que fazem parte do gel Teste) mas também pelas substancias
formadoras do veiculo para essas formulagbes, principalmente aqueles
componentes oleosos (6leo de ricino polioxitleno hidrogenado e do
carboxipolimetileno) que podem dificultar a eliminagcdo ou a diluicdo dessas
substancias a longo prazo. Isso acarreta, portanto um incremento consideravel na

quantidade de células inflamatdrias, bem como do exsudato inflamatério e um



aumento da quantidade de vasos sanguineos na regido, consequentemente,
elevando os niveis inflamatérios.

De acordo com os resultados apresentados e tendo em vista que o
tempo de atuacao do Gel Teste é de curta duragao, ja que se destina a aplicagéao
dentro de bolsas periodontais para a realizacdo de procedimentos de raspagem e
alisamento radicular, concluimos que houve uma boa biocompatibilidade, pois
quando foi comparado com o Grupo Controle ndo foram observadas grandes

diferencas entre eles.

Deve ser mencionado que nenhum sinal de necrose tecidual ou
presenca de células do sistema imune foram observados em qualquer periodo do

estudo.

Apesar de alguns trabalhos, como os de Ribeiro, Sanches e
Okamoto (2003) e Pullin e Carvalho (1984) utilizarem solugdes anestésicas em seus
procedimentos, ndo podemos confrontar seus resultados com os desta pesquisa por
se tratarem de substancias de forma quimica diferente da aqui utilizada. Porém,
alguns comentarios tornam-se necessarios em relagdo a técnica de execugao dos
métodos, principalmente em relacdo ao processo laboratorial histolégico. Ribeiro,
Sanches e Okamoto (2003) também realizaram os cortes histolégicos para a analise
das laminas, no sentido longitudinal em relacdo aos tubos de polietileno, porém,
estes se estenderam além dos tubos, o que pode ter gerado um viés de aferigcdo dos
resultados, pois a simples presenga do polietileno pode gerar uma reacao
inflamatdria de corpo estranho. Neste trabalho os cortes foram feitos até que se

observasse a presencga de fragmentos dos tubos incluidos em blocos de parafina,



sendo estes ultimos cortes entdo excluidos, evitando a dificuldade comentada acima
e melhorando a avaliagdo do tecido presente junto a abertura tubular, area principal

de analise.



7 CONCLUSAO

1.

As férmulas farmacéuticas manipuladas apresentaram controle de qualidade
adequado, apresentando boas caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas.

Os testes de absorgao percutanea in vitro e in vivo mostraram resultados
compativeis com o uso em cavidade bucal, apresentando uma absorgao
satisfatoria.

O Gel Teste e o EMLA® mostraram ser biocompativeis, considerando os

periodos iniciais do estudo para analise da biocompatibilidade.
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Grafico 1 - Reprodutibilidade intra-examinador — Coeficiente de correlagao intra-
classe para a mensuracao da area de extravasamento do corante Azul
de Evans.



APENDICE B — Tabelas 14 a 28



Tabela 14 — Analise descritiva para os valores de “Tape Stripping” in vitro.

Substancias
N° de Lidocaina Prilocaina
fitas Gl Gll Gl Gll
% % Acum. % %Acum. % % Acum. % % Acum.

1 577 5,77 4,41 4,41 7,16 7,16 4,44 4,44
2 4,92 10,69 4,21 8,62 4,76 11,92 4,26 8,70
3 3,14 13,83 4,63 13,25 2,97 14,89 4,31 13,01
4 5,00 18,83 4,58 17,83 4,97 19,85 4,27 17,28
5 4,88 23,71 4,30 22,13 4,76 24,61 4,16 21,44
6 4,86 28,57 4,44 26,57 4,72 29,33 4,22 25,66
7 4,89 33,46 4,24 30,81 4,72 34,05 3,95 29,61
8 4,71 38,17 4,20 35,01 4,41 38,46 3,88 33,49
9 4,92 43,08 4,50 39,51 4,90 43,36 4,28 37,77
10 5,12 48,21 4,47 43,98 5,06 48,41 4,16 41,93
11 4,83 53,03 4,37 48,35 4,59 53,00 4,07 46,00
12 5,05 58,09 4,24 52,60 4,99 57,99 4,08 50,08
13 4,32 62,41 4,79 57,39 4,00 61,99 4,54 54,62
14 5,14 67,55 4,18 61,57 5,14 67,13 3,86 58,48
15 5,38 72,93 1,58 63,89 5,44 72,57 1,46 61,71

Acum.= Acumulada

Tabela 15 — Analise descritiva para os valores obtidos pelo método de células de

difusao in vitro.

Substancias
Tempo (min) Gl Gl
% % Acum. % % Acum.

0 4,64 4,64 4,10 4,10
30 4,13 8,77 3,88 7,99
60 3,50 12,27 3,28 11,27
90 2,99 15,26 2,94 14,21
120 2,58 17,85 2,60 16,81
150 1,88 19,72 2,32 19,13
180 1,88 21,60 2,77 21,90

Acum.= Acumulada



Tabela 16 - Analise descritiva para os valores de “Tape Stripping” in vivo.

Substancias
Gl Gll
Nﬁtadse Pacientes Lidocaina Prilocaina Lidocaina Prilocaina
% % Acum. % % Acum. % % Acum. % % Acum.
1 1,14 1,73 0,57 0,57 0,64 0,64 1,11 1,11
2 0,75 2,48 1,36 1,93 1,12 1,76 1,33 2,44
3 1 1,08 3,56 1,31 3,24 1,19 2,95 1,50 3,94
4 0,85 4,41 0,93 4,17 0,70 3,65 1,64 5,58
5 1,31 5,72 1,01 517 1,80 545 0,80 6,37
1 1,34 1,34 0,50 050 0,84 0,84 1,37 1,37
2 2,16 3,50 1,33 1,83 0,64 1,49 1,24 2,61
3 2 1,34 484 095 279 199 348 1,41 4,02
4 2,63 7,47 1,52 4,30 2,01 5,49 1,14 5,16
5 2,13 9,60 1,27 558 049 598 1,28 6,44
1 2,13 2,13 1,46 1,46 2,51 2,51 1,61 1,61
2 2,35 4,49 1,65 3,11 225 4,76 1,45 3,06
3 3 095 544 0,78 3,89 1,73 6,49 1,18 4,24
4 1,11 655 129 518 1,73 8,22 1,22 5,46
5 2,66 9,21 1,65 6,84 1,29 952 093 6,40
1 0,34 034 034 034 074 0,74 221 2,21
2 042 0,75 0,90 1,24 1,85 2,59 1,39 3,60
3 4 0,49 1,24 0,78 2,02 0,92 3,51 0,79 4,40
4 1,20 2,44 1,29 3,31 1,25 4,76 1,07 5,47
5 1,20 3,65 1,19 4,50 1,10 587 0,76 6,23
1 066 066 065 065 1,66 1,66 1,26 1,26
2 0,56 1,22 0,58 1,22 1,13 2,79 0,97 2,23
3 5 083 206 0,75 198 1,19 3,98 1,05 3,28
4 335 540 229 426 211 6,09 1,62 4,91
5 1,47 6,87 1,19 545 353 962 234 7,25
1 1,14 1,14 0,89 0,89 1,41 1,41 1,09 1,09
2 1,33 2,47 1,05 1,94 1,12 2,53 0,84 1,93
3 6 1,70 417 1,31 326 1,13 366 0,87 2,80
4 085 502 067 393 156 5,22 1,66 4,46
5 1,10 6,12 0,84 4,77 1,80 7,02 1,33 5,79
1 0,67 0,67 1,09 1,09 0,67 0,67 1,42 1,42
2 0,75 1,42 0,84 1,93 0,75 1,42 1,33 2,75
3 7 0,91 232 087 2,80 0,91 2,32 090 3,65
4 1,04 3,37 1,66 446 1,04 3,37 1,64 5,29
5 1,13 4,50 1,33 579 113 450 0,85 6,14
1 060 060 058 058 064 0,64 1,37 1,37
2 1,32 1,93 1,36 1,93 0,85 1,49 0,87 2,24
3 8 1,08 3,01 1,05 298 1,36 2,85 1,50 3,74
4 1,02 402 095 393 0,70 3,55 0,69 4,44
5 1,31 5,34 1,68 5,61 0,80 435 0,79 523

Acum.= Acumulada



Tabela 17 -Teste de Normalidade dos valores da quantidade de corante extravasado

(ug/mL)
Grupos Tempo Shapiro-Wilk
(horas) Estatistica G.L Sig. (p)
Teste 3 0,954 5 0,711
Poloxamer 3 0,806 5 0,100
EMLA 3 0,884 5 0,357
Salina 3 0,736 5 0,033
Teste 6 0,975 5 0,871
Poloxamer 6 0,794 5 0,086
EMLA 6 0,951 5 0,682
Salina 6 0,757 5 0,047
Teste 9 0,845 5 0,229
Poloxamer 9 0,587 5 0,010
EMLA 9 0,793 5 0,085
Salina 9 0,746 5 0,040
Tabela 18 - Teste de igualdade das variancias — Levene
Variavel F G.L. ﬁbrjr‘ésa?ji Significancia (p)
Concentragao (ug/mL) 7,327 11 48 0,0001*

*p<0,05 - Significativo — As variancias ndo sdo homogéneas

Tabela 19 — Analise de variancia 2 critérios para comparacgao entre os diferentes

fatores.
Foqte Ele Soma dos Grau de Quafjrgdos Valor de F Sig
Variagao quadrados Liberdade meédios '
GRUPO 20,469 3 6,823 17,127 0,000*
TEMPO 3,300 2 1,650 4,142 0,022*
GRUPO * TEMPO 4,461 6 0,743 1,866 0,106
Tratamentos 28,229(a) 11 2,566 6,442 0,000*
Residuos 19,122 48 0,398
Total 47,351 59

* Diferencgas significativas



Tabela 20 — Teste de comparagdes multiplas (LSD) para a determinacéo das
diferencas entre os grupos.

Intervalo de Confianga 95%

Grupos Dif. entre as Valor de P o . Limite
médias Limite Inferior )

Superior
Teste “versus” Poloxamer 1,163* 0,0001* 0,550 1,777
Teste “versus” EMLA 0,069 0,991 -0,545 0,682
Teste “versus” Controle 1,238* 0,0001* 0,624 1,851
Poloxamer “versus” EMLA -1,094* 0,0001* -1,708 -0,481
Poloxamer “versus” Controle 0,074 0,988 -0,539 0,688
EMLA “versus” Controle 1,169* 0,0001* 0,555 1,782

* Diferencas significantes

Tabela 21 — Teste de comparagdes multiplas (LSD) para a determinagéo das
diferengas entre os tempos.

Intervalo de Confianga 95%

Dif. entre as Limite

Tempos médias Valorde P | imite Inferior _
Superior
3 “versus” 6 -0,205 0,563 -0,688 0,028
3 “versus” 9 -0,567* 0,018* -1,050 -0,085
6 “versus” 9 -0,362 0,176 -0,845 0,121

* Diferencas significantes

Tabela 22 — Analise descritiva da frequéncia absoluta e relativa dos escores para
reacao inflamatoria no periodo de observacgao de 2 dias.

ESCORES GRUPOS
TESTE EMLA POLOXAMER CONTROLE
Fa F.r(%) F.a F.r (%) F.a F.r (%) Fa F.r(%)
0 1 20 1 20 0 0 4 80
1 2 40 3 60 2 40 0 0
2 0 0 1 20 2 40 1 80
3 2 40 0 0 1 20 0 0
TOTAL 5 100 5 100 5 100 5 100

Tabela 23 — Analise descritiva da frequéncia absoluta e relativa dos escores para
reacao inflamatoria no periodo de observacéo de 5 dias.

ESCORES GRUPOS

TESTE EMLA POLOXAMER CONTROLE
F.a F.r (%) F.a F.r (%) F.a Fr(%) F.a F.r(%)

0 0 0 1 20 0 0 3 60

1 5 100 1 20 3 60 1 20

2 0 0 2 40 1 20 1 20

3 0 0 1 20 1 20 0 0
TOTAL 5 100 5 100 5 100 5 100




Tabela 24 — Analise descritiva da frequéncia absoluta e relativa dos escores para
reacao inflamatdria no periodo de observagao de15 dias.

ESCORES GRUPOS
TESTE EMLA POLOXAMER CONTROLE
Fa F.r(%) F.a F.r (%) F.a F.r (%) F.a F.r(%)
0 0 0 0 0 0 0 4 80
1 5 100 0 0 4 80 1 20
2 0 0 4 80 1 20 0 0
3 0 0 1 20 0 0 0 0
TOTAL 5 100 5 100 5 100 5 100

Tabela 25 — Teste de Kruskal — Wallis para comparagao entre os tratamentos para o
periodo de 2 dias.

Mediana
Chi - Quadrado 5,760
Grau de liberdade 3
Sig. 0,124

Diferengas nao significativas.

Tabela 26 — Teste de Kruskal — Wallis para comparagao entre os tratamentos para o
periodo de 5 dias.

Mediana
Chi - Quadrado 4,478
Grau de liberdade 3
Sig. 0,214

Diferengas nao significativas.

Tabela 27 — Teste de Kruskal — Wallis para comparagao entre os tratamentos para o
periodo de 15 dias.

Mediana
Chi - Quadrado 15,940
Grau de liberdade 3
Sig. 0,001*

Diferencas significativas®.

Tabela 28 — Teste de comparagdes multiplas (Mann-Whitney) para a determinacao das
diferengas entre os tratamentos no periodo de 15 dias.

Grupos Valor de P
Teste “versus” Poloxamer 0,609
Teste “versus” EMLA 0,001*
Teste “versus” Controle 0,032*
Poloxamer “versus” EMLA 0,001*
Poloxamer “versus” Controle 0,032*
EMLA “versus” Controle 0,001*

Diferengas significativas *



ANEXO A - Aprovacédo do projeto de pesquisa intitulado Analise da Absorcéao
Percuténea (mucosa) de Gel e Creme anestésico local pelo Método de “Tape
Stripping”
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