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RESUMO

A anestesia tdpica € uma das estratégias mais usadas para minimizar a
ansiedade, dor e o desconforto no local da insercdo da agulha ou de
procedimentos cirurgicos. As formulagdes tdpicas tém como objetivo promover a
permeacao no local de aplicagdo e obter um rapido inicio de acdo. Para tanto, &
necessario que a permeacao cutanea atravesse de forma efetiva as camadas
dérmicas, principalmente o estrato cérneo. Os sistemas de liberagdo de farmacos
representam uma parcela importante dentre as estratégias de otimizacao
terapéutica, tendo como objetivo a manipulacao racional do perfil farmacoldgico
das drogas e, concomitantemente, seus indices terapéuticos. Os sistemas de
liberacdo nanoestruturados, ou nanocarreadores, podem ser empregados para a
melhora de distintos caracteristicas: solubilidade, biodistribuicao,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e liberacdo da droga. Sao estruturas com
escala nanométrica, com tamanho variando de 1 a 100 nanometros. O objetivo
deste trabalho foi a caracterizacdo morfolégica das nanocépsulas poliméricas que
compdem o nanoanestésico e o desenvolvimento clinico do nanoanestésico,
compreendendo a avaliacdo de eficacia e de seguranca do produto. O
nanoanestésico € um hidrogel composto pela mistura eutética de 2.5% de
lidocaina e 2.5% de prilocaina. Metade desta concentragdo esta
nanoencapsulada, enquanto que o restante do ativo encontra-se livre no gel,
através dos respectivos sais cloridratos.

A suspensao de nanocapsulas foi analisada através de microscopia eletrénica de
transmissdo e foram identificadas estruturas correspondentes com as
nanocapsulas poliméricas e com tamanhos condizentes ao esperado a partir dos
dados de didmetro médio proveniente do Espalhamento de Luz Dindmico. O
produto final, 0 nanoanestésico, foi analisado a partir da técnica de criofratura e
também foram identificas estruturas correspondentes as nanocapsulas em meio
ao hidrogel.

Foi realizado o desenvolvimento clinico do nanoanestésico, compreendendo a
avaliacao do perfil farmacocinético (n=8 voluntarios) e estudos de eficacia (h= 100

voluntarios). O nanoanestésico atinge concentragcbes plasmaticas seguras de
XV
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lidocaina e prilocaina: 6,5 ng.mL" e 1,7 ng.mL", respectivamente. Verificou-se
também que o0 nanoanestésico possui eficacia nao inferior ao EMLA®
(Aztrazeneca) quando comparado apés 1 (uma) hora de permanéncia sobre a pele
e submetido a estimulo doloroso de insercdo de agulha de venopuncéo. Além
disso, de forma controlada por placebo, os voluntarios foram submetidos a um
estimulo doloroso em tempos inferiores a 1 hora e verificou-se que o
nanoanestésico apresenta eficacia significativa a partir de 10 minutos da
aplicacao.

Os resultados obtidos demonstram que o nanoanestésico pode ser uma
alternativa dentre os anestésicos topicos ja estabelecidos no mercado e otimizar

0s procedimentos nos quais ele é necessario.

Palavras-chave: anestésicos locais, lidocaina, prilocaina, nanocapsulas
poliméricas, perfil farmacocinético, eficacia clinica.
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ABSTRACT
Topical anesthetic is the most used strategy to minimize anxiety, pain and local
discomfort on the site of needle stick. The topical formulations aim to promote
permeation on the application site and obtain a rapid onset of action. To achieve
this, the skin permeation must cross the layers of skin, mainly the stratum
corneum. Drug delivery systems are an important part of therapy optimization
strategies, which target to improve the drug pharmacological profile and its
therapeutic ratio. The nanostructured systems, like polymeric nanocapsules, may
be used to improve a many features: solubility, biodistribution and drug release.
They are nanoscale structures, with size ranging from 1 to 100 nanometers.
This present study comprised morphologic characterization of polymeric
nanocapsules which compose the nanoanesthetic and its clinical development with
evaluation of efficacy and safety. The nanoanesthetic is a hydrogel with 2.5%
lidocaine and 2.5% prilocaine, which are 50% of the active products in polymeric
nanocapsules. The remaining 50% of the drugs are in the form of their chloridrate
salts.
The suspension of nanocapsules was examined by Transmission Electron
Microscopy (TEM) and the identified structures correspond to the polymer
nanocapsule and the size results matched the expected Dynamic Light Scattering
data.
The finished product, the nanoanesthetic, was evaluated by cryofracture, and the
polymeric nanocapsules were observed. The clinical development was performed
with pharmacokinetics profile (n= 8 healthy volunteers) and efficacy study (n=100
healthy volunteers). The nanoanesthesic security reaches plasmatic
concentrations of lidocaine and prilocaine: 6,5 ng.mL" e 1,7 ng.mL™", respectively.
EMLA® (Astrazeneca) and the nanoanesthetic were left on the skin for one hour,
and then exposed to needle insertion. It was observed that the nanoanesthetic
efficacy is not lower than EMLA® product.
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Beyond that, a placebo-controlled study was performed. The volunteers were
submitted to a painful stimulus for periods shorter than one hour and it was verified
that the nanoanesthetic has a significant efficacy after 10 minutes of application.
The results showed that the nanoanesthetic can be an alternative as a topical
anesthetics among the ones that have already been commercialized in the market

and it can also optimize the procedures in which it is needed.

Key-words: local anesthetics, lidocaine, prilocaine, polymeric nanocapsules,

pharmacokinetics perfil, clinical efficacy.
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1. INTRODUGAO

A anestesia topica € uma das estratégias mais usadas para minimizar a
ansiedade, dor e o desconforto no local da insercdo da agulha ou de
procedimentos cirurgicos. Os anestésicos locais (AL) utilizados para a anestesia
da pele sdo benzocaina (amino éster), prilocaina e lidocaina (amino amidas) que
sdo comercializadas na forma de gel, pomadas, cremes (benzocaina e misturas
eutéticas de lidocaina e prilocaina) ou bioadesivos com diferentes composi¢des
(veiculos e excipiente) para uso adulto e pediatrico.’

As formulacbes topicas tém como objetivo promover a permeacao no
local de aplicagdo e obter um rapido inicio de acdo, melhorando o efeito
anestésico e reduzindo a dor nos procedimentos. Para tanto, é necessario que a
permeagdo cutanea atravesse de forma efetiva as camadas dérmicas,

principalmente o estrato cérneo.

A pele é formada por 3 camadas distintas firmemente unidas entre si: a
epiderme (camada mais externa), a derme (camada intermediéria e a hipoderme

(camada mais interna ou subcutanea).?

7

A hipoderme é uma camada muito suprida de vasos sanguineos,
terminagcbes nervosas, foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, além disso,
possui 0 paniculo adiposo, que tem importante papel na protegdo contra choques
fisicos e também como isolante térmico. Acima desta camada, localiza-se a
derme, composta por fibras elasticas importantes por garantir a elasticidade do
tecido como um todo, sendo composta também por anexos cutaneos, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e terminagdes de neurbnios sensoriais. De forma
mais superficial, temos a epiderme, um epitélio multiestratificado e avascular, que
tem como funcdes a protecdo contra agressdes ambientais, principalmente o sol,
prevencado da perda excessiva de agua pelo corpo e protecdo contra infecces. 22

O estrato cérneo, localizado na parte superior da epiderme, € composto
por cornedcitos, correspondendo a cerca de 85% da composicao total do estrato;
e lipideos intercelulares (15%) dispostos em 15 a 20 camadas. No total, é

35



composto por aproximadamente 70% de proteinas, 15% de lipideo e 15% de
agua. O transporte de substancias exdgenas ocorre através da movimentacao
intercelular, intracelular, transfolicular e transglandular, variando de acordo com as

caracteristicas fisico quimicas da molécula permeante®.

A fim de melhorar o desempenho terapéutico das formulacdes topicas
dos anestésicos locais, ha alternativas tecnolégicas abrangendo métodos fisicos
(eletroporagao, iontoforese, ultrassom e sonoforese), agentes quimicos
promotores da permeacdo e sistemas carreadores, principalmente, lipossomas,

nanoparticulas, hidrogels e patches.’

A palavra iontoforese é derivada do grego “ionto”, que significa ion e
“foresis”, que significa “carregar”. Ha indicios da aplicacéo clinica desta técnica
desde a “Era Dourada” da civilizagdo grega e, provavelmente, foi iniciada por
Varatti, em 1747.°

A iontoforese é definida como um processo de transferéncia de drogas
ionizadas através de uma membrana, através do uso de uma diferenca de
potencial elétrico entre dois eletrodos. O transporte por iontoforese depende de
uma forca eletromotiva que repele ions de um eletrodo de mesma carga e os faz
migrar para um eletrodo de carga oposta. A corrente elétrica envolvida é constante
e de baixa voltagem, e quando aplicada, o campo elétrico direciona o movimento
dos ions presentes de forma que cargas positivas no compartimento anodo
movem-se em direcdo ao catodo, enquanto os anions movem-se na direcao
oposta. A iontoforese anodal ocorre quando um eletrodo anodo (carga positiva) é
colocado em uma solucdo contendo ions da droga carregados positivamente
(cétions) e o catodo (carga negativa) é colocado em uma solugdo receptora em
localizacdo proxima. A iontoforese catodal € o contrario da anodal e envolve o
movimento de um anion (Figura 1). Os ions migram através do eletrodo de cargas
opostas, promovendo o transporte pelo estrato corneo da pele. O perfil das
moléculas que consegue melhores beneficios frente a esta técnica é alta
hidrofilicidade e presenca de grupos ionizaveis, como o0s peptideos e as

proteinas.®’
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FIGURA 1. Representagcdo esquematica do sistema de iontoforese. Fonte:
Adaptado de FIALHO; CUNHA JUNIOR, 2004.

No campo da anestesia tdpica, a iontoforese tem sido utilizada para
auxiliar a permeacédo de lidocaina (solugcédo, 2%) a fim de reduzir a sensacéo

89 ¢ de anestésico associado a

cutanea tanto em adultos, como em criancas,
vasoconstritor.'® Na pratica clinica, o tempo de tratamento e amplitude da corrente
elétrica aplicada a partir dos aparelhos de iontoforese disponiveis variam de
acordo com o feedback do desconforto sentido pelo paciente. Normalmente, as
amplitudes dos aparelhos disponiveis comercialmente sdo bem toleradas pelos
pacientes®. No geral, a aplicacdo desta técnica nao traz desvantagens relevantes
ao paciente, entretanto, ha relatos de queimaduras quimicas e pelo calor, irritacao

cutanea e inducéo de contragdo na musculatura.®'

A eletroporacéo foi originariamente utilizada para transferir células com
macromoléculas como o DNA através da alteracdo reversivel da permeacao
celular. Para tanto, é utilizado a aplicacdo de uma voltagem elevada (50 V) na
forma de pulsos de curto tempo de duracgao, tipicamente fracionados em segundos
(~1-100 ms) que tende a aumentar a permeabilidade da membrana celular através
da abertura de poros aquosos transientes. Devido a grande resisténcia elétrica do
estrato cérneo, quando comparado a de tecidos mais profundos, a corrente
elétrica a ser aplicada durante a eletroporagdo é inicialmente concentrada no
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estrato corneo. Entretanto, apds a eletroporacdo da bicamada lipidica do estrato
cérneo, a resisténcia desta camada é rapidamente reduzida e a corrente elétrica é
distribuida em tecidos mais profundos, que contém neur6nios sensoriais e motores
(FIGURA 2).”'213 Apesar de também envolver uma corrente elétrica, semelhante &
iontoforese, a eletroporacao se diferencia, pois ao contrario da iontoforese que
atua na proépria molécula para impulsionar a passagem pela pele, a eletroporacao
age diretamente na pele, alterando sua permeabilidade favorecendo a

passagem.'®

Grande parte dos estudos envolvendo eletroporacdo compreendem a
utilizacdo desta técnica para melhorar a permeacdo de peptideos, proteinas,
vacinas, anti-inflamatérios e anti-virais.'®'*'>'® Estudos a partir da década de
noventa e, principalmente, mais recentemente, apontam a eletroporagcdo como
alternativa para o transporte de quimioterapicos no tratamento do

Céncer.17’18’19’20’21

Este método também é estudado para melhorar a permeagdo dos
anesteésicos locais sobre a pele. Hu e cololaboradores verificaram o aumento da
permeacao in vitro de tetracaina através da utilizagdo da eletroporacao. A técnica
também foi avaliada para lidocaina, apresentado resultados positivos nos

parametros avaliados para anestesia da superficie da pele.?

Os efeitos imediatos relacionados a eletroporacdo sdo marcas dos
eletrodos na pele, que desaparecem depois de alguns minutos, e sensacao

desagradavel devido & contragdo muscular.?®
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FIGURA 2. Representacao esquematica do sistema de eletroporacdo — Adaptado
de KALLURRI; BANGA, 2011.

A fim de melhorar a permeacgao dos anestésicos locais na pele, agentes
promotores da permeacao também podem ser utilizados. Estes agentes interagem
com os lipideos intercelulares aumentando o coeficiente de difusdo dos farmacos

no estrato corneo.*

Os promotores de permeacdo, também conhecidos como promotores
de sorcao, ou aceleradores, penetram na pele e reduzem a resisténcia desta
barreira, facilitando a permeacado de outras substdncias de interesse. Varios
compostos sdo estudados por esta atividade, incluindo sulfoxidos (dimetilsulféxido,
DMSOQO), azonas (por exemplo, laurocapram, pirrolidonas (por exemplo, 2-
pirrolidona, 2P), alcoois e alcandis (etanol ou decanol), glicois (por exemplo
propileno glicol, PG, um comum excipiente utilizado topicamente), surfactantes e
terpenos. O mecanismo pelo qual os promotores de permeacao atua € variado,
uma das formas de atuacéo € através da alteragdo da composicédo matriz lipidica,
aumentando a particdo do farmaco por se comportar como solvente de permeacéao
através da membrana. Além disso, também pode agir nas conectinas

desmossomais entre os cornedcitos ou alterando a atividade metabdlica da pele,
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ou ainda exercer uma influéncia sobre a atividade termodindmica / solubilidade do

farmaco no seu veiculo.?®

Os surfactantes sdo substancias utilizadas como promotores de
permeacao devido a sua capacidade de solubilizar os lipideos do estrato corneo.
Em baixas concentragdes, os surfactantes aumentam a permeabilidade de
diversas substancias na pele.?® Distintos tipos de surfactantes foram testados
quanto a melhora da promocao da permeagédo dos anestésicos tetrodotoxina e
bupivacaina quando injetados no nervo ciatico. Verificou-se um prolongamento do
efeito anestésico da tetrodotoxina.?’

Estudos de relacdo estrutura atividade (REA) sao utilizados para
identificacdo de potenciais promotores de permeacdo. A partir de programas
computacionais (por exemplo, desenho racional de drogas assistido por
computador (Computer Aided Molecular Desing — CAMD), desenvolvem
estratégias racionais para selecdao de solventes, desenho de novas drogas e
polimeros com propriedades fisico quimicas de interesse para a permeacgao

dérmica. 282930

Lipossomas sao vesiculas esféricas compostas por bicamadas
(lamelas) de fosfolipidios, que, por sua vez, sdo moléculas presentes no
organismo humano e com afinidade tanto pela agua quanto por dleos e
gorduras.®’ Sado utilizados para melhorar a acdo de medicamentos tdpicos,
incluindo anestésicos, por facilitar a taxa e extensdo de absorcdo da droga e
protegendo o farmaco de ser rapidamente metabolizado.** Formulagées contendo
bupivacaina incorporada em lipossomas apresentaram um aumento na duracéo
do efeito anestésico de forma dose-dependente quando avaliadas através de

aplicacdo transdérmica em 6 voluntarios.*

As nanocapsulas nasceram no laboratério do francés F. Puisiex em
Chatenay-Malabry na década de 80. Na verdade, suas estruturas foram
demonstradas em 1986 por Rollot et al baseado nas particulas desenvolvidas por
Al Khouri et al. As nanocapsulas sdo estruturas coloidais, com tamanho em escala

nanométrica, que possuem uma organizacao vesicular semelhante aos
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lipossomas, entretanto, possui um nucleo oleoso no interior envolto por uma rede

polimérica, conferindo maior estabilidade a formulagao (Figura 3).34
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FIGURA 3. Representacao da composicao estrutural das nanocapsulas (Fonte:
Adaptado de ORIVE et al., 2009).

A utilizacdo de nanocéapsulas em formulacbes tépicas confere a
possibilidade de liberacdo controlada dos ativos encapsulados, através da
passagem gradual do ativo por um da parede polimérica.**%” Além disso, devido
ao tamanho nanométrico e as propriedades anfifilicas, as nanoparticulas podem

melhorar a permeagao transdérmica.”’

A administragdo tépica de anestésicos locais € umas das vias mais
desejadas e de maior adesao pelo paciente, almejando sempre um procedimento
menos indolor e préatico para o paciente e para o profissional de saude. Para tanto,
varias tecnologias sdo desenvolvidas e aperfeicoadas: técnicas fisicas como
eletroporacao e iontoforese; técnicas quimicas (ex. promotores de permeacao) e
alteracoes abrangendo a propria formulacdo, como utilizacdo de lipossomas,
nanocapsulas poliméricas e hidrogeis. Entretanto, o desenvolvimento de
formulacdes anestésicas de uso tépico ideais ainda é um desafio e, portanto, um

campo rico para pesquisa dos grupos académicos e da industria farmacéutica.

1.1 Anestésicos Locais
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111 Lidocaina

A lidocaina (2',6'-Acetoxilidino, 2-(dietilamino), € um amino-éster
descoberto por Lofgren em 1943. Entretanto, os estudos clinicos com esta nova
molécula iniciaram-se em 1944 com Torsten Gordh e sua equipe, mediante o
apoio da empresa farmacéutica Astra BD. A lidocaina representou um avango no
histérico nos anestésicos locais devido a sua superioridade farmacolégica
representada pela baixa toxicidade e elevada eficacia frente ao anestésicos até
entdo descobertos.*®

1.1.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A lidocaina pode estar na forma de base livre ou na forma do sal
cloridrato (FIGURA 4). A solubilidade é influenciada mediante os distintos
solventes, sendo a base livre da lidocaina muito soluvel em alcool, cloroférmio,
livremente soluvel em éter e benzeno e praticamente insolivel em agua. O sal

cloridrato é muito soltvel em &gua, alcool e soltvel em cloroférmio.*
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FIGURA 4. Representacao das estruturas quimicas da lidocaina base e
do cloridrato de lidocaina, A e B, respectivamente.
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1.1.1.2 Caracteristicas farmacoldgicas

O mecanismo de acdo consiste no bloqueio reversivel de canais de
sédio na membrana neuronal, tanto mielinizadas como nao mielinizadas,
impedindo a transmissao do impulso nervoso.*® A acdo dos anestésicos locais é
modulada pelo receptor, ja que possui maior afinidade pelo estado inativado ou

em repouso que pelo estado aberto do canal de sédio.*!

Durante a anestesia local, diferentes tipos de fibras do nervo periférico
sdo bloqueados em diferentes momentos, em virtude de sua sensibilidade
intrinseca ao bloqueio e ao gradiente de concentragdo do anestésico local dentro
do nervo. A sequéncia geral de ocorréncia de déficits funcionais é: primeira dor,
segunda dor, temperatura, tato, propriocepcdao (pressdo, posicdo ou

estreitamento) e, por fim, tdnus da musculatura esquelética e tensdo voluntaria.*?

Apos aplicacao topica de 20 g de um creme contendo 5% da mistura de
lidocaina e prilocaina, a média da concentragdo plasmatica de lidocaina é 75
ng.mL-1, sendo que o pico da concentracdo é atingindo 2-3 horas apo6s a
aplicacdo.”® A absorcdo através da pele com dermatite atdpica, psoriase e

dermatite de contato é mais rapida comparada a pele normal.**

Como a maioria das bases fracas, os anestésicos locais se ligam
principalmente a alfa—1-glicoproteina acida. A lidocaina se liga moderadamente as
proteinas plasmaticas e possui alta taxa de extracdo hepatica (70-75% por

passagem).®

Em relacdo a metabolizacado, a lidocaina € desalquilada no figado pela
CYP em monoetilglicina xilidida e glicina xilidida, que podem se metabolizadas
adicionalmente em monoetilglicina e xilidida. A monoetilglicina xilidina e glicina

conservam atividade anestésica local.*®*’

Nos seres humanos, cerca de 75% da xilidida sdo excretadas na urina
sob a forma do metabdlito subsequente 4-hidroxi-2,6-dimetilalanina.*” O tempo de
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meia-vida (T1/2) da lidocaina, monoetilglicina e glicina xilidida s&o,

respectivamente, 14 h, 28 h e 15 h.*®

1.1.2 Prilocaina

A prilocaina (o-Propionotoluidino, 2-(propilamino)), € um amino-éster
descoberto por Lofgren e Tegnér em 1953, tendo sido descrita apenas em 1960.%°

Foi comercializado na década de 60 pela Astra BD.®

1.1.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A prilocaina pode estar na forma de base livre ou na forma do sal
cloridrato (FIGURA 5). A solubilidade é influenciada mediante os distintos
solventes, sendo a base livre da prilocaina muito soluvel em &lcool, acetona e
fracamente insolivel em agua. O sal cloridrato € livremente solUvel em agua,

alcool e pouco sollivel em cloroférmio e acetona.®
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FIGURA 5. Representacdo das estruturas quimicas da prilocaina base e do
cloridrato de prilocaina, A e B, respectivamente.

1.1.2.2 Caracteristicas farmacoldgicas
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O mecanismo de acdo dos anestésicos locais consiste no bloqueio
reversivel de canais de s6dio na membrana neuronal, tanto mielinizadas como nao
mielinizadas, impedindo a transmissdo do impulso.”’ A acdo dos anestésicos
locais é modulada pelo receptor, j& que possui maior afinidade pelo estado

inativado ou em repouso que pelo estado aberto do canal de sédio.*’

ApGs aplicacao topica de 20 g de um creme contendo 5% da mistura de
lidocaina e prilocaina, a média da concentragdo plasmatica de prilocaina € 25
ng.mL", sendo que o pico da concentracdo é atingindo 2-3 horas apds a
aplicacdo.”® A absorcdo através da pele com dermatite atdpica, psoriase e

dermatite de contato é mais rapida comparada a pele normal.*

Como a maioria das bases fracas, os anestésicos locais se ligam
principalmente a alfa—1-glicoproteina acida. A prilocaina se liga cerca de 55% a

proteinas plasmaticas.”’

O anel aromatico da prilocaina € metabolizado no rim, pelas amidases,
em o-toluidina, composto relacionado a metemoglobinemia. O o-toluidino tem se

mostrado carcinogénico em modelos animais.®?

A prilocaina e seus metabdlitos sdo excretados principalmente pelos
rins. A depuracao renal da prilocaina € mais rapida que a de outras amidas,

resultando em sua remocg&o mais rapida da circulagdo. >

1.2 Estudos Clinicos

Atualmente o desenvolvimento clinico de um novo composto tornou-se
um processo altamente focalizado e gerenciado. O objetivo final apds todo o
processo de desenvolvimento € conseguir o registro por uma ou mais autoridades
reguladoras (por exemplo, ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
EMEA - European Medicines Agency, FDA - Food and Drug Administration), a fim
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de garantir que o composto, com a eficacia e a seguranca asseguradas, possa ser

comercializado em humanos.>*

O Cdbdigo de Nuremberg foi um marco na histéria do desenvolvimento
clinico e estabeleceu o conceito sobre a utilizagao de voluntarios para a realizacédo
dos estudos clinicos e, por consequéncia, a necessidade de se criar os comités de

éticas em pesquisa.”

O desenvolvimento clinico € dividido em fase |, fase I, fase lll, fase de
aprovacao e pos-aprovacao. A fase | consiste na administragdo do novo composto
em voluntarios sadios — exceto no estudo de novos medicamentos oncolégicos. O
proposito desta fase é avaliacdo de seguranca, tolerabilidade, farmacodinamica e
farmacocinética do composto em pequenos grupos, normalmente entre 20 a 80

voluntarios sadios.>****’

A fase Il do desenvolvimento clinico consiste na avaliacado do composto
alvo na populacao especifica que o composto tem como alvo tratar. Por exemplo,
voluntarios hipertensos no caso de um medicamento que almeja tratar esta
patologia. O numero de voluntarios aumenta quando comparado a fase |, sendo

normalmente mais de 100 voluntarios.>**®

Os estudos clinicos de fase lll sdo estudos definitivos, aleatérios e
duplos-cegos realizados comumente como ensaios multicéntricos com populagdes
maiores que as testadas nas fases anteriores. A partir deste ponto, o produto
segue para fase de aprovacdo da agéncia regulatéria do pais de interesse em
comercializacdo. Posterior a este processo, que pode demorar um ano ou mais,
de acordo com cada agéncia, temos a fase de pds-aprovagéo, na qual € iniciada o
periodo designado como farmacovigilancia, em que € destinado a detectar
quaisquer efeitos adversos raros e a longo prazo que resultem do uso do

composto em cenario clinico com milhares de pacientes.>**°
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1.3 A Nanotecnologia e os Sistemas de Liberacao de Farmacos

Os sistemas de liberacdo de farmacos representam uma parcela
importante dentre as estratégias de otimizagao terapéutica, tendo como objetivo a
manipulacao racional do perfil farmacolégico das drogas e, concomitantemente,
seus indices terapéuticos.’®*® A nanotecnologia é uma &rea recente da ciéncia
que permite ferramentas para trabalhar em novos dispositivos e sistemas de
liberacdo, com fundamentalmente novas propriedades e fungdes. © O
desenvolvimento racional dos “nanofarmacos” iniciou-se ha meio século e mais de
40 produtos conseguiram completar a dificil jornada do laboratério para a rotina do
uso clinico. A pesquisa e o desenvolvimento dos “nanofarmacos” engloba um
racional clinico/biologico, a partir da inovagdo da ciéncia dos materiais e das
metodologias fisico-quimicas e biolégicas de caracterizacao, a fim de otimizar as
propriedades relevantes para a pratica clinica. A parceria entre a academia,
industria e as agéncias regulatorias € de fundamental importancia para o sucesso

do desenvolvimento em resultados relevantes para a satide mundial.®’

Os sistemas de liberacdo nanoestruturados, ou nanocarreadores,
podem ser empregados para a melhora de distintas aplicacdes: solubilidade,
biodistribuicao, biocompatibilidade, biodegradabilidade e liberagdo da droga.®? Sao
estruturas com escala nanométrica, com tamanho variando de 1 a 100
nanometros, podendo chegar, dependendo da referéncia, até 1000
nanometros.>*%®3 A visdo do 6rgao regulatério brasileiro, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®*, durante a Reunido de Diretoria Colegiada da
Anvisa, realizada, o0s nanocarreadores compreendem estruturas de 1 a 100
nanometros. Devido a pequena dimensdo, os nanocarreadores podem exibir
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas que os fazem materiais favoraveis para
a aplicacao biomédica, principalmente como sistemas de administragcdo de
medicamentos (“‘Drug Delivery System”). Para tanto, € necessario que sejam
biocompativeis, capazes de integrar os sistemas bioldgicos sem estimular uma

resposta imune ou qualquer outro efeito negativo, além de nao ser toxico, ou seja,
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seguro ao ser administrado ao sistema biolégico. Alguns exemplos de
nanocarreadores sdo: lipossomas (nano/microparticulas compostas de
fosfolipideos e esteroides, geralmente com tamanhos entra 80-300 nm),
nanoparticulas lipidicas solidas (particulas entre 80 e 300 nm, compostas por
lipideos sélidos (ex. triglicerideos altamente purificados)), dendrimeros (polimeros
entre 1-10 nm, com estrutura bem definida), nanoparticulas poliméricas (particulas
entre 10-100 nm, compostas por polimeros biodegradaveis sintéticos ou naturais)
e materiais de carbono (compostos por uma unica ou multipla camada de grafite e

possui étimas propriedades elétricas e térmicas) (FIGURA 6).%%°
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FIGURA 6. Representacao esquematica de lipossomas, nanoparticulas
magnéticas, nanoparticulas lipidicas soélidas, nanoparticulas poliméricas,
dendrimeros e nanoparticulas de carbono como exemplos de “Drug Delivery

System”.

1.2.1 Nanocapsulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas como

nanocapsulas ou nanoesferas. As nanoesferas sao sistemas em que o farmaco
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esta disperso de forma homogénea ou solubilizados no interior da matriz
polimérica. De forma distinta, as nanocapsulas poliméricas sao constituidas de um
nuacleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo lipidico ou
adsorvido a parede polimérica.%® Diversos componente lipidicos podem ser
utilizados para a preparagdo das nanocapsulas, incluindo 6leos vegetais ou
minerais, assim como compostos puros como oleato de etila e benzoato de
benzila. O critério de selecao dos 6leos sao auséncia de toxicidade, auséncia de
risco de degradagédo do polimero e uma alta capacidade de dissolver o farmaco
em questdo. Os polimeros podem ser provenientes de distintas origens: natural
(goma arabica, gelatina), hemisintético (etilcelulose, ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose) ou, de forma mais comum, sintéticos, que inclui poli-e-

caprolactona e polialquilcianoacrilato, ¢’

Também é utilizado para a sintese das nanocapsulas poliméricas os
surfactantes, que sdo importantes para aumentar a estabilidade da suspensao, de
forma a prevenir a aglomeragao das particulas durante o armazenamento. Podem
ser de carater lipofilico, como a lecitina, ou hidrofilicos, como o laurilsulfato

(aniénico), aménia quaternaria (catiénica), dentre outros.%®

As nanocapsulas polimericas sdo de interesse para administracao
tépica, pois sdo capazes de controlar a liberacdo dos principios ativos, os quais
necessitam difundir pela matriz polimérica para permear através da pele.>** A
encapsulacado de anestésicos locais demonstrou alterar o perfil de liberacdo da
droga e, adicionalmente, melhorar as caracteristicas toxicoldégicas e de
estabilidade, quando comparado a droga livre®”®°. Apesar de terem dificuldades
de escalonamento, limitada capacidade de encapsulacdo e ampla variedade de
tamanho, as nanocapsulas possibilitam o transporte de compostos a tecido

especificos, células e compartimentos celulares.”

1.3 Anestésicos Locais Topicos e Sistemas de Liberacao
Modificada
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Atualmente no mercado brasileiro sdo comercializados diversas
pomadas e cremes anestésicos, com variadas indicagdes: diminuicao da dor para
pungdes com agulhas, por exemplo, na instilacdo de cateteres intravenosos,
coleta de amostras de sangue e em procedimentos cirdrgicos superficiais;
diminuicdo de dor na mucosa genital para cirurgias superficiais ou, antes
da injegéo local de outros anestésicos locais e ainda reducdo da dor durante a
manipulagdo de Ulcerasna perna para facilitar limpeza mecéanica ou
debridamento. Os principios ativos e os respectivos produtos comercializados no
Brasil estdo descritos na Tabela 1.

TABELA 1. Principais anestésicos locais de uso tépico comercializados no Brasil.

Principio(s) Forma Sistema de | Nome Empresa
ativo(s)/concentracao | farmacéutica | liberacao comercial

modificada
Lidocaina 2,5% + Creme Nao EMLA® Astrazeneca
Prilocaina 2,5%
Lidocaina, 4% Creme Sim* Dermomax® Biosintética
Lidocaina, 5% Pomada Nao Lidopass® Cimed
Lidocaina, 5% Pomada Nao Xylocaina® Astrazeneca

*O Dermomax® é similar ao Ela-Max®, comercializado nos Estados Unidos. O anestésico tdpico
ELA-Max®, composto por lidocaina 4% ou 5%, apresenta um sistema de distribuicdo lipossomal. O
ELA-Max® 4% é encontrado no Brasil com o0 nome Dermomax®, entretanto a bula do Dermomax®
ndo alega a presenca de lipossomas na composicao.

Como é possivel verificar a Tabela 1, em relacdo aos sistemas de
liberacdo controlada e anestésicos locais topicos, ha apenas o Dermomax®,
entretanto, sem explorar de maneira clara a utilizacdo de um sistema de liberacao
modificada. No mercado externo, exceto o proprio Ela-Max®, previamente citado,
ndao foi identificado nenhum outro anestésico tdpico que possuisse alguma

tecnologia de liberagdo modicada agregada ao produto.

Na literatura, foi identificado em fase de avaliacao pré-clinica por Gou e
colaboradores’’ o Nanolidogel®(20%), que demonstrou melhora no tempo do
inicio de acado do anestésico local lidocaina quando nanoencapsulado. O
Nanolidogel® é composto por nanoparticulas de lidocaina carreadas em PCL-
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PEG-PCL (poli-e-caprolactona)-poli(etilenoglicol)-poli(-e-caprolactona), com
tamanho de particula de 200 nm, incorporadas em um hidrogel. Este produto foi
submetido a avaliagédo pré-clinica e 32 ratos foram divididos em 4 grupos: EMLA®
(E), Nanolidogel® (N), EMLA® associado a pré-tratamento com ultrassom focal
(EU) e Nanolidogel® associado a pré-tratamento com ultrassom focal (NU). A
avaliagdo do efeito anestésico transdérmico foi realizada através do método
de retirada de cauda (fail-flick). Os resultados demonstraram que o tempo para
inicio do efeito anestésico em N foi 1,5 vezes inferior ao E e em NU foi 2,5 vezes
inferior ao EU. Além disso, a taxa de eficiéncia anestésica em N foi 4 vezes
superior ao E e em NU foi 1.6 vezes superior a EU.”

Outras formulacdes, compreendendo estruturas lipossomais de
lidocaina foram avaliadas em humanos e demonstraram superioridade quando

comparadas a placebo e equivalentes quando avaliadas contra ao EMLA®.”%"®

O mercado dos anestésicos locais tdpicos carece de alternativas
modernas que compreendam sistemas de liberagdao modificada a fim de obtermos
melhorias nos aspectos de seguranca, eficacia e desempenho clinico.

1.4 Nanoanestésico

O nanoanestésico compreende um hidrogel composto pela mistura
eutética de 2.5% de lidocaina e 2.5% de prilocaina. Metade desta concentracao
esta nanoencapsulada, enquanto que o restante do ativo encontra-se livre no gel,
através dos respectivos sais cloridratos. O produto foi desenvolvido através de
uma parceria entre a Universidade do Rio Grande do Sul e Biolab Sanus
Farmacéutica. Este produto esta protegido por patente, segundo o documento
P10700832-5. O nanoanestésico, produto utilizado neste trabalho, foi produzido e
fornecido pela Biolab Sanus Farmacéutica. As informacdes apresentadas nos
itens a sequir, 1.5.1 e 1.5.2, foram cedidas pela referida empresa.
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A fabricacdo do produto consiste na producdo de uma suspensdo de
nanoparticulas de lidocaina e prilocaina, a partir do método de deposicao
interfacial de polimero pré-formado utilizando como polimero formador de
nanoparticulas a poli(e)-caprolactona.”® A parte, os sais cloridratos de lidocaina e
prilocaina sao solubilizados em agua e adicionados em gel de carbopol de forma a
intumescé-lo. Na sequéncia, a suspensao de nanocapsulas é adicionada ao gel

intumescido, constituindo o produto final.

1.4.1 Parametros fisico-quimicos das nanocapsulas de lidocaina e
prilocaina

1.4.1.1 Diametro médio
A média do diametro médio de particula da suspensao de nanocapsulas
€ 88 nm (intervalo = 50 a 120 nm) e foi medido através do equipamento DLS

(Malvern), pela técnica de espalhamento de luz dinamico.

1.4.1.2 Indice polidispersdo
A média do indice de polidispersao da suspensdo de nanocapsulas é
0,27 (intervalo = 0,22 a 0,43) e foi medido através do equipamento DLS (Malvern),

pela técnica de espalhamento de luz dinamico.

1.4.1.3 Potencial Zeta
A média do potencial zeta é -43 (intervalo: -53 a -36) e foi determinado
a partir de um analisador eletroforético modelo Malvern ZetaSizer, aplicando a

relacao proposta por Smoluchowsky.

1.4.1.4 Taxa de associacao de lidocaina e prilocaina
As taxas de associacdo de prilocaina sdo respectivamente: 92,5%
(92 - 94%) e 89% (86.6 - 90%). Esses valores foram obtidos através da técnica de

ultracentrifugagao e ultrafiltracdo.
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1.4.2 Hidrogel
O hidrogel do nanoanestésico possui aspecto leitoso e transparente,

com textura ndo gordurosa e de facil espalhabilidade. O pH da formulacéao é

aproximadamente 8-9,5.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

i Caracterizacao morfoldégica das nanocapsulas que compreendem o
nanoanestésico;
i. Desenvolvimento clinico do nanoanestésico, compreendendo a avaliagao

da eficacia e da seguranga do produto.

2.2 Especificos

I Caracterizacao morfoldgica da suspensédo de nanocépsulas de lidocaina e
prilocaina através de Microscopia Eletronica de Transmisséo;

il. Caracterizacao morfolégica das nanocapsulas que compdéem o hidrogel do
nanoanestésico através de Criofratura associada a Microscopia Eletronica de
Transmisséo;

ii. Avaliacao do perfil farmacocinético do nanoanestésico;

iv. Avaliacdo de seguranca do nanoanestésico;

V. Avaliagdo de nao-inferioridade do nanoanestésico quando comparado ao
EMLA®;

vi. Avaliacao da eficacia do nanoanestésico em distintos tempos inferiores a 1
hora
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacao Morfologica da Suspensao de

Nanocapsulas

A analise morfoldégica das nanocapsulas foi realizada através de
Microscopia Eletrénica de Transmissdo.” A suspensdo de nanocéapsulas foi
deixada decantando sobre uma grade de cobre recoberta com formvar 2.5%
durante 10 minutos. Em sequéncia, as grades foram cobertas com uma solucéo
de acetato de uranila 5% e deixadas em repouso por 10 minutos. O acetato de
uranila foi removido com auxilio de papel de filtro e as grades foram deixadas
secando por 48 horas. O material foi observado em um microscopio eletrénico de
transmissao (LEO 906, Zeiss) em distintos aumentos a 60kV.Os procedimentos de
preparacdo das amostras de contrastacdo negativa foram realizados no
Laboratério de Parasitologia e Biotecnologia/lnstituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba.
As andlises das amostras foram feitas no Laboratério de Microscopia Eletrénica do
Instituto de Biologia da Unicamp. A realizacdo desta analise contou com a

coparticipacao do pesquisador Marco Antonio de Oliveira.

3.2 Caracterizacao Morfolégica Das Nanocapsulas Do Produto
Acabado

A analise morfoldégica das nanocapsulas foi realizada através de
microscopia eletrénica de transmissdo associado & técnica de criofratura.”® As
amostras foram congeladas em Freon 22 e transferidas para nitrogénio liquido.
Em sequéncia, foram colocadas no aparelho de criofratura Leica BAF060 e
fraturadas a -140°C. As réplicas foram produzidas com a deposicdo de 6nm de
platina a 45° de inclinacdo e estabilizadas com 20nm de carbono depositado a
90°. As réplicas foram colocadas em uma solugédo de 50% de &cido sulfurico por 4
horas para remocado da amostra. Posteriormente, foram lavadas em &gua
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destilada por 1 hora. O material foi observado ao MET (LEO 906, Zeiss) a
diferentes aumentos com 60kV. As preparagdes das amostras de criofratura foram
realizadas na Divisao de Metrologia Bioldgica - DIBIO do INMETRO em Xerém/RJ.
As analises das amostras foram feitas no Laboratério de Microscopia Eletrdnica do
Instituto de Biologia da Unicamp. A realizacdo desta analise contou com a
coparticipacao do pesquisador Marco Antonio de Oliveira.

3.3 Desenvolvimento Clinico Do Nanoanestésico

3.3.1 Avaliacao do perfil farmacocinético

3.3.1.1 Fase clinica

Para a avaliacdo do perfil farmacocinético (fase 1) foi realizado um
estudo com 8 individuos (ambos os sexos, adultos e sadios) previamente
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP - Faculdade de Ciéncias
Medicas - Unicamp (Campus Campinas) — vide anexo |). A idade dos voluntérios
variou entre 18 e 34 anos (mediana = 24.5 anos) os quais apresentaram um indice
de Massa Corporea entre 19.65 e 28.01 (média= 22.47). O peso e a altura ficaram
compreendidos entre 47.2 e 85.5 kg (média = 64.8 kg) e 1.55 e 1.85 m (média =
1.69 m). Os voluntarios deram entrada no hospital a partir das 18 horas do dia
anterior a administracdo da medicacdo do primeiro periodo do estudo. Apds o
registro junto ao hospital os mesmos foram encaminhados a ala de internacao,
onde se procedeu a guarda dos pertences individuais e foi oferecido jantar. Os
voluntarios permaneceram na ala de internacao, observando-se as restricoes

quanto a exercicios fisicos e cumprimento especifico da programacao alimentar
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prevista no protocolo. Foram mantidos internados nos dois dias subsequentes,

para a aplicagcao da medicagao e demais procedimentos de seguranca.

Os voluntarios receberam 2 g do nanoanestésico, administrados via
tépica, na regido do antebraco, em dose unica e sem bandagem oclusiva a partir
das 7:00 h da manha do dia subsequente ao confinamento. A coleta das amostras
foi realizada através de cateter venoso introduzido em veia superficial do
antebrago do voluntario e mantido desobstruido com o auxilio de inje¢cdo de 1 mL
de solucao de heparina. Os tempos de coleta foram 0 hora (pré-dose) e 0:10, 0:20,
0:30, 0:40, 0:50, 1:00, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 2:00, 2:20, 2:40, 3:00,
3:30,4:00, 5:00, 6:00, 7:00, 8:00, 10:00, 12:00, 15:00, 24:00 horas apds a
aplicacdo da medicacédo. Para proceder a coleta, cerca de 1 mL de sangue foi
retirado e desprezado para eliminar a heparina e, apds, foi coletado a amostra de
sangue pertinente em tubos com EDTA. Por fim, o acesso venoso era novamente
heparinizado com a injecao de 1 mL da solugédo de heparina a fim de conserva-lo.
Foi coletada uma amostra de sangue de 40 mL para controle individual do método;
para as demais ocasides foram coletadas amostras de sangue de 7 mL, com o
emprego de seringas descartaveis, sendo a matriz biolégica imediatamente
transferida para tubos previamente identificados.

Apos as coletas, as amostras de sangue foram encaminhadas a sala de
processamento e armazenamento, onde foram centrifugadas a uma rotacéo
correspondente a 2000 g por 10 minutos. Apés a centrifugacao para separacao do

plasma, o mesmo foi transferido para um tubo criogénico, igualmente identificado.

O controle quanto a transferéncia para o tubo correto foi realizado
através de um sistema de controle e identificagdo dos tubos por meio de codigos-
de-barra. Uma vez concluida a conferéncia dos procedimentos de transferéncia,
os tubos criogénicos foram armazenados em freezer especifico para
armazenagem de amostras bioldgicas, localizado na Unidade de Internacéao e
mantido a temperatura de cerca de -20°C, monitorada através de termdmetro
calibrado.
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3.3.1.2 Avaliacdo bioanalitica

As matrizes bioldgicas, plasma humano, coletadas durante a Fase
Clinica do estudo foram avaliadas quanto aos analitos lidocaina e prilocaina,
principios ativos que compdem o nanoanestésico. O padrao interno utilizado para
ambas as analises foi a ropivacaina, cuja estrutura quimica esta representada na

Figura 7.

CHy

FIGURA 7. Representacao da estrutura quimica da ropivacaina — padrao interno
utilizado no método analitico de analise de prilocaina e lidocaina.

3.3.1.2.1 Lidocaina

O método analitico utilizado estava previamente validado quanto aos

parametros expostos na Tabela 2 .
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TABELA 2. Parametros analiticos do método utilizado para a analise do analito

lidocaina.
Técnica analitica LC-MS/MS
Tipo de Extracao Liquido-liquido

Matriz Bioldgica

Plasma humano

Tipo de lonizacao

Electrospray positivo

Método de Deteccao

Monitoramento de Reagao Multipla (MRM)

Limite de quantificacao (LIQ)

0,05 ng/MI

Faixa de linearidade

0,05—10 ng/mL

Tipo de equacao

y = a + bx (1/x*2ponderado)

Controle de qualidade baixa 0,15 ng/mL
concentracao (CQB)

Controle de qualidade de média 0,8 ng/mL
concentracao (CQM)

Concentracao de Qualidade de alta 8 ng/mL

concentracao (CQA)

Estabilidade de Pos-processamento

64 horas e 30 minutos

Estabilidade de congelamento e
descongelamento

4 ciclos

Estabilidade a curto

08 horas e 20 minutos

Estabilidade a longo prazo

56 dias

As descricoes das condicbes cromatograficas,

equipamentos e

reagentes utilizados estdo nas Tabelas 3, 4 e 5.
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TABELA 3. Descri¢ao geral das condigdes cromatograficas.

Fase movel

Metanol/Acetonitrila/Agua (40/30/30;
v/v/v) + 2 mM Acetato de Aménio

Coluna analitica

Genesis Lightn C18, 4um, 100 x 2.1 mm
GRU2009-005 SN; 0903227537208019

Temperatura do auto-injetor

8°C

Fluxo 220 uL/min
Pressao contraria 100 bar
Temperatura da Coluna Ambiente
Volume de injecao 15 uL

TABELA 4. Descrigao dos materiais utilizados.

Materiais

Fabricante, Pais

Pipetas Ajustaveis (P200, P1000 e
P10000)

Gilson, Franca

Ponteiras Plasticas para Pipetas
Ajustaveis — Ponteira Amarela
(capacidade 5-200 puL) e Ponteira Azul
(capacidade 200 — 1000 pL)

Gilson, Franca

Tubos de ensaio de vidro 120 x 12
mm

Laborglass, Brasil

Eppendorf repeating pipette

Eppendorf, USA

Tubos Plasticos com capacidade de
15 e 50 mL

Costar, Brasil

Tubos teste de vidro descartaveis 75 x
12 mm

Costar, Brasil

Placa de PCR

Axygen, Brasil

Vortex mixer

Fischer,USA

Balanga Analitica

AND, Japao
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TABELA 5. Descricao dos reagentes utilizados.

Reagente Descricao
Acetonitrila Grau HPLC
Metanol Grau HPLC
Hexano Grau Andlise
Eter etilico Grau andlise
Agua Mili-Q Grau andlise
Acetato de amonio Grau analise

3.3.1.2.2 Prilocaina

O método analitico utilizado estava previamente validado quanto aos

parametros expostos na Tabela 6.

TABELA 6. Parametros analiticos do método utilizado para a analise do analito

prilocaina.
Técnica analitica LC-MS/MS
Tipo de Extracao Liquido-liquido

Matriz Bioldgica

Plasma humano

Tipo de lonizacao

Electrospray positivo

Método de Deteccao

Monitoramento de Reacdo Multipla (MRM)

Limite de quantificacao (LIQ)

0,05 ng/mL

Faixa de linearidade

0,05—10 ng/mL

Tipo de equacao

y = a + bx (1/x*2ponderado)

Controle de qualidade baixa 0,15 ng/mL
concentracao (CQB)

Controle de qualidade de média 0,8 ng/mL
concentracao (CQM)

Concentracao de Qualidade de alta 8 ng/mL

concentracao (CQA)

Estabilidade de Pés-processamento

67 horas e 26 minutos

Estabilidade de congelamento e 4 ciclos
descongelamento

Estabilidade a curto 08 horas
Estabilidade a longo prazo 62 dias
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As descricoes das condicbes cromatograficas,

equipamentos e

reagentes utilizados estdo nas Tabelas 7, 8 e 9.

TABELA 7. Descricao Geral das Condi¢goes Cromatogréficas.

Fase movel

Metanol/Acetonitrila/Agua (40/30/30; v/v/v)
+ 2 mM Acetato de Aménio

Coluna analitica

Genesis Lightn C18, 4um, 100 x 2.1 mm
GRU2009-007 SN: 0990325537208009

Temperatura do auto-injetor

8°C

Fluxo 300 uL/min
Pressao contraria 75 bar
Temperatura da Coluna Ambiente
Volume de injecao 10 uL

TABELA 8. Descrigao dos materiais utilizados.

Materiais

Fabrica, Pais

Pipetas Ajustaveis (P200, P1000 e
P10000)

Gilson, Franca

Ponteiras Plasticas para Pipetas
Ajustaveis — Ponteira Amarela
(capacidade 5-200 uL) e Ponteira Azul
(capacidade 200 — 1000 plL)

Gilson, Franca

Tubos de ensaio de vidro 120 x 12 mm

Laborglass, Brasil

Eppendorf repeating pipette

Eppendorf, USA

Tubos Plasticos com capacidade de 15
e 50 mL

Costar, Brasil

Tubos teste de vidro descartaveis 75 x
12 mm

Costar, Brasil

Placa de PCR

Axygen, Brasil

Vortex mixer

Fischer,USA

Balanga Analitica

AND, Japao
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TABELA 9. Descrigdo dos reagentes utilizados.

Reagente Descricao
Acetonitrila Grau HPLC
Metanol Grau HPLC
Hexano Grau Analise
Eter etilico Grau anélise
Agua Mili-Q Grau analise
Acetato de aménio Grau analise

3.3.2 Avaliacao de eficacia

3.3.2.1 Avaliacao de eficacia: versus EMLA®

Para a avaliagdo de eficacia do nanoanestésico (estudo clinico fase 1)
foi realizado um estudo com o produto referéncia no mercado, o EMLA®, que
compreende 0s mesmos ativos e concentragées que 0 nanoanestésico, 2.5% de
lidocaina e 2.5% de prilocaina. Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa (CEP - Faculdade de Ciéncias Medicas - Unicamp (Campus
Campinas) — vide anexo Il). O estimulo doloroso aplicado foi a picada da agulha
na regiao inferior do antebraco, simulando uma perfuragcdo para venopungao e a
avaliagdo da sensacao dolorosa experimentada pelo voluntério foi efetuada com o
auxilio da escala analoga visual (EAV).

Dezesseis voluntarios (ambos os sexos, adultos e sadios) foram
aleatoriamente separados pra receber o nanoanestésico ou 0 EMLA® no periodo |
e 0 mesmo ocorreu para o periodo Il (intervalo entre os periodos (periodo de
wash-out): 14 dias — TABELA 10). Antes da aplicagdo dos produtos, foi realizado
um estimulo doloroso no antebraco do voluntario e solicitado que ele atribuisse,

através da visualizacédo da EAV, o valor de 0 a 10 correspondente intensidade da
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dor sentida. O estimulo doloroso escolhido foi a perfuragdo com agulha
semelhante a picada necessaria para um procedimento convencional de
venopunc¢ao. Posteriormente, foram aplicados 2 g de cada produto, cobertos com
bandagem oclusiva e retirados apos 1 hora. Na sequéncia, foi realizado o mesmo
estimulo doloroso e novamente solicitado ao voluntario que avaliasse, através da
visualizagdo da EAV, o valor correspondente a dor sentida (sem dor a pior dor ja
sentida, respectivamente). A metodologia descrita foi aplicada para ambos os
periodos, entretanto, diferindo apenas no cruzamento dos bragos e as
formulacdes aplicadas a eles. Para a avaliacao de eficacia foi empregado o Teste t
pareado comparando a média do grau de dor mencionado antes da aplicacao do
produto contra aquele mencionado apds a aplicacdo do produto. Os programas
utilizados foram Microsoft Excel 2007, Graph Pad Prism. Version 3.02.

TABELA 10. Tratamentos realizados por periodo em cada voluntario.

Numero do Sexo Sequéncia Periodo | Periodo Il
Voluntario

1 M 2 T R
2 M 1 R T
3 M 1 R T
4 M 2 T R
5 M 2 T R
6 M 1 R T
7 M 2 T R
8 F 1 R T
9 F 2 T R
10 F 1 R T
11 F 1 R T
12 F 2 T R
13 F 1 R T
14 F 2 T R
15 F 2 T R
16 F 1 R T

M: masculino, F: feminino, R: EMLA (2.5% + 2.5%creme) — AstraZeneca, T:

Nanoanestésico (2.5% + 2.5%gel) — Biolab Sanus Farmacéutica Ltda
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3.3.2.2 Avaliagédo de Eficacia: versus placebo

Para a avaliacdo de eficacia do nanoanestésico (Estudo clinico fase Ill)
em tempos inferiores a 1 hora, foi realizado um estudo controlado por placebo (gel
de carbopol), avaliando os tempos de 10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos. Este estudo
foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP - Faculdade de
Ciéncias Medicas - Unicamp (Campus Campinas) — vide anexo lll). O estimulo
doloroso aplicado foi a picada da agulha na regido inferior do antebrago,
simulando uma perfuragao para venopunc¢ao e a avaliacao da sensacao dolorosa
experimentada pelo voluntario foi efetuada com o auxilio da escala analoga visual
(EAV). Para viabilizar a avaliagdo de todos os tempos no mesmo voluntario, foram
utilizados trés periodos (intervalo entre os periodos (periodo de wash-out): 2 dias),
sendo que em cada periodo foram avaliados dois tempos (10 e 15 minutos; 20 e

25 minutos; 30 e 35 minutos) em cada voluntario.

Noventa e seis voluntarios (ambos o0s sexos, adultos e sadios)
receberam duas aplicacbes de 2 gramas do nanoanestésico (2 x 2g) em uma
mesma regidao de um dos antebracos e duas aplicacdes do placebo (2 x 2g9) na
mesma regidao contralateral. O estimulo doloroso e a quantificacdo da dor foram
semelhantes aos utilizados no estudo anterior (item 3.2.2.2). Desta forma, os
produtos (nanoanestésico e placebo) foram aplicados e retirados nos respectivos
tempos e a quantificacéo da dor foi realizada antes e depois a aplicacao.

Os voluntarios foram monitorados durante todo o estudo. As pressdes
sistdlica e diastdlica e a frequéncia cardiaca foram determinadas previamente a

administragdo do medicamento e apds a conclusao dos procedimentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao morfoldgica da suspensao de
nanocapsulas

As microscopias eletrbnicas de varredura (MEV) ou de transmissao
(MET) sao extensamente empregadas na avaliagdo do tamanho e estrutura das
nanoparticulas. A diferenciagdo de nanocapsulas e nanoesferas é possivel
através da MET, possibilitando ainda o estudo da espessura das paredes das

nanocapsulas.”’

As amostras da suspensao de nanocapsulas que compreende parte da
formulagdo do nanoanestésico foram avaliadas através da MET (FIGURA 8, 9 e

10). A figura 10 sugere a presencga do involucro polimérico das nanocapsulas.

Accelerating Voltage Magnification Operator Sample
60 K 167000 x | Marco Nanolido

FIGURA 8. Microscopia Eletrénica de Transmissdo da suspensdo de
nanocapsulas de lidocaina e prilocaina. Imagens obtidas a partir de andlise em
microscépio eletrénico de transmissdao (LEO 906, Zeiss) a 60kV no aumento de
167000x.
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Accelerating Voltage Magnification Operator ~ Sample
60 kv 167000 x  Marco SD21 21560 3

FIGURA 9. Microscopia Eletrbnica de Transmissdao da suspensdao de
nanocapsulas de lidocaina e prilocaina. Imagens obtidas a partir de andlise em
microscépio eletrénico de transmissdo (LEO 906, Zeiss) a 60kV no aumento de
167000x.

167000 x  Marco Nanolido

Accelerating Voltage Magnification Operator Sample
60

FIGURA 10. Microscopia Eletronica de Transmissdo da suspensdo de
nanocapsulas de lidocaina e prilocaina. Imagens obtidas a partir de andlise em
microscépio eletrénico de transmissdao (LEO 906, Zeiss) a 60kV no aumento de
167000x.
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4.2 Caracterizacao morfolégica das nanocapsulas no
nanoanestésico

A técnica de criofratura iniciou em 1961 com a criagdo do equipamento
de criofratura por Hans Moor e representou um grande avanco no cenario da
Microscopia Eletrénica. Principalmente no campo das membranas plasmaticas,
em que permitiu o estabelecimento do Modelo de Mosaico Fluido, bicamada
lipidica com proteina inseridas no fluido viscoso, ao invés da Unidade de
Membrana Estrutura Trilamelar com as proteinas expostas apenas externamente
a bicamada lipidica.”

Atualmente, além da aplicacao para estudo de membrana celular, a
técnica de criofratura, associada a Microscopia Eletronica, é utilizada para a
andlise morfoldgica de nanoparticulas.”””*® Conhecendo o potencial desta
associacao de técnicas e conforme com o item 3.2, foi avaliada a morfologia das
nanocapsulas presentes no hidrogel do nanoanestésico (FIGURA 11). Através do
destaque pelas setas em vermelho, € possivel observar as nanocapsulas que

compde 0 nanoanestésico.

FIGURA 11. Criofratura associada a Microscopia Eletrénica de Transmissao
aplicada em amostra de hidrogel do nanoanestésico. As setas vermelhas indicam

as nanocapsulas da mistura eutética de lidocaina e prilocaina.
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4.3 Desenvolvimento clinico

4.3.1 Perfil farmacocinético

As concentragdes plasmaticas de lidocaina e prilocaina dos voluntarios
foram analisadas de acordo com a metodologia descrita no item 3.3.1.1. Os
valores das concentracdes plasmaticas de lidocaina e prilocaina individuais dos
voluntarios estao descritas na Tabela 11 e 12, respectivamente.

TABELA 11. Tabela de concentra¢des plasmaticas de lidocaina dos voluntarios.

Voluntarios

Tempo
(hr) 1 2 3 4 5 6 7 8

0:00 BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ
0:10 BLIQ |BLIQ ]0,119 |BLIQ |BLIQ ]0,063 |BLIQ |BLIQ
0:20 BLIQ 0,133 0,054 |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ
0:30 0,47 BLIQ [0,077 |[BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ [BLIQ
0:40 BLIQ 0,053 |0,171 |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ |BLIQ
0:50 BLIQ |BLIQ 0,098 |BLIQ |BLIQ 0,155 0,05 BLIQ
1:00 BLIQ ]0,105 |0,159 |BLIQ |BLIQ ]0,091 |BLIQ |BLIQ
1:10 BLIQ |BLIQ 0,389 |BLIQ 0,212 |BLIQ |BLIQ |BLIQ
1:20 BLIQ |BLIQ 10,436 |BLIQ |BLIQ |0,081 |BLIQ |BLIQ
1:30 0,075 |BLIQ |0,646 |BLIQ |BLIQ 0,126 |BLIQ 0,087
1:40 0,05 0,063 |0,922 |BLIQ |BLIQ [0,171 |BLIQ |BLIQ
1:50 0,114 10,169 |0,823 |BLIQ |BLIQ [0,236 |BLIQ |BLIQ
2:00 0,158 0,103 |1,21 BLIQ (0,098 |0,364 |BLIQ [BLIQ
2:20 0,299 |0,168 1,49 0,076 1,35 0,35 0,073 |0,223
2:40 0,664 (0,693 1,29 0,078 |2,1 0,77 0,082 10,17

3:00 0,932 [0,234 2,58 0,117 2,72 0,667 0,143 10,243
3:30 1,93 0,588 [1,78 0,195 [2,62 1,38 0,132 |0,576
4:00 1,5 0,68 2,51 0,418 (2,39 1,78 0,248 |0,576
5:00 2,18 1,17 1,71 0,929 |3 1,5 0,323 [1,46

6:00 1,87 0,748 [1,5 1,56 2,68 1,18 0,32 1,24

7:00 1,56 0,953 [1,33 1,99 2,97 1,46 0,472 [1,75

8:00 1,51 0,846 |1,17 2,47 3,42 1,74 0,448 [1,81

10:00 1,28 0,925 |1,01 1,52 4,31 1,72 32 1,49

12:00 1,34 0,851 |0,761 [1,69 3,24 1,16 36,5 1,85
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15:00

1,04

0,83

0,701

1,84

3,65

1,42

12,5

1,96

24:00

0,575

0,54

0,233

1,27

2,12

0,795

3,13

1,02

BLIQ: Abaixo do Limite de Quantificacao.

TABELA 12. Tabela de concentragdes plasmaticas de prilocaina dos voluntarios.

Voluntarios
Tempo
(hr) 1 2 3 4 5 6 7 8
0:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ [BLIQ BLIQ ]0,0878
0:10 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ [BLIQ BLIQ BLIQ
0:20 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ [BLIQ BLIQ BLIQ
0:30 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ [0,0676 |BLIQ BLIQ
0:40 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ [BLIQ BLIQ BLIQ
0:50 BLIQ 10,318 |BLIQ BLIQ BLIQ [BLIQ |0,0527 |BLIQ
1:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ |BLIQ 0,123 |BLIQ
1:10 BLIQ BLIQ |0,0651 |BLIQ BLIQ [BLIQ BLIQ BLIQ
1:20 BLIQ BLIQ [0,175 |BLIQ BLIQ [BLIQ BLIQ BLIQ
1:30 BLIQ [0,274 0,28 BLIQ BLIQ [0,0536 |BLIQ |0,991
1:40 BLIQ BLIQ 0,448 |BLIQ BLIQ |0,0576 |BLIQ |0,167
1:50 BLIQ BLIQ (0,439 |BLIQ BLIQ (0,228 |BLIQ 0,135
2:00 BLIQ BLIQ [0,622 |BLIQ BLIQ [0,0902 |BLIQ BLIQ
2:20 BLIQ BLIQ (0,689 |BLIQ 0,552 |0,221 |BLIQ BLIQ
2:40 0,131 |0,0747 (0,605 |BLIQ 0,534 |0,145 |BLIQ BLIQ
3:00 0,539 |BLIQ 1,17 BLIQ [0,513 |0,155 |BLIQ BLIQ
3:30 0,317 |0,125 |[0,65 BLIQ |0,451 |0,31 BLIQ BLIQ
4:00 0,216 |0,148 |[1,05 BLIQ ]0,431 |0,408 0,18 0,0543
5:00 0,348 |0,274 |0,617 |0,0894 |0,56 |0,374 |BLIQ |0,245
6:00 0,279 0,188 [0,442 |0,19 0,385 {0,248 |BLIQ |0,155
7:00 0,243 |0,173 [0,405 |0,264 0,402 |0,333 |[0,0797 |0,207
8:00 0,254 0,182 (0,32 0,322 0,509 (0,455 |BLIQ 0,225
10:00 [0,195 |0,225 (0,322 |0,278 0,487 |0,487 |7,46 0,263
12:00 [0,247 |0,223 (0,435 |0,267 |0,414 |0,301 |9,23 0,355
15:00 |0,23 0,179 1]0,249 (0,463 |059 (0,482 |3,38 0,324
24:.00 |0,117 0,128 |0,0892 (0,305 |0,321 |0,247 |11 0,219

BLIQ: Abaixo do Limite de Quantificagao.

A partir das concentragcées plasmaticas obtidas na fase bioanalitica
foram calculados os parametros farmacocinéticos. A analise destes parametros foi
realizada usando modelo ndo compartimental adequado para concentracdes de

73



lidocaina em plasma, para via extravascular. Os parametros foram determinados
diretamente dos valores de concentragao (3 digitos significativos — Tabela 11 e 12)
reportados para cada tratamento e o tempo de amostra real foi usado para calculo
(TABELAS 13 a 28). Para o calculo da area sob a curva foi realizado o método
trapezoidal linear. Para cada voluntario os valores obtidos das concentracbes de
lidocaina e prilocaina foram plotados em um grafico e foram calculados os
paramestros ASCutimo, ASCint, % ASCo.int extrapolateds Cmax, tmaxs 12, taimo € Ke (
FIGURAS 12 a 26).

—e—Lidocaina

Concentracdo Plasmatica
(ng/mL)
r
]

6 2 4 €& 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (hr)

FIGURA 12. Curva da concentracdo plasmatica pelo tempo de lidocaina do

voluntério nimero 1.
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FIGURA 13. Curva da concentracdo plasmatica pelo tempo de prilocaina do

voluntario nimero 1.

TABELA 13. Parametros farmacocinéticos da lidocaina do voluntario nimero 1.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

TL’JItimo H 24,00
ASCo Tiitimo [ng"h}/mL 25,57
ASCO_inf [ng*h]/mL 33,85
ASCO-inf extrapolado % 24546
Cmax ng/mL 2,18
Cuttimo ng/mL 0,58
Tmax H 5,00
T H 9,98
Ke 1/h 0,07
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TABELA 14. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 1.

Parametros Unidade Prilocaina
farmacocinéticos
T attimo H 24.00
ASCO—TuItimo [ng*h]/mL 4,75
ASCo.int [ng*h])/mL 6,55
ASCO-inf extrapolado % 27,40
Crmax ng/mL 0,54
Cuttimo ng/mL 0,12
Tméx H 3,00
Ta2 H 10,63
Ke 1/h 0,07
1.25-
o *
= A —e— Lidocaina
= 1.00-] .
8 [ /\' g o
&3 ors - T
o E ? f L™
P | T
£E os0] | .
=
@
4]
g 0.25-
o
0.00-

FIGURA 14: Curva da concentracdo plasmatica pelo tempo de lidocaina do

voluntario nimero 2.
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FIGURA 15. Curva da concentracdo plasmatica pelo tempo de prilocaina do

voluntério nimero 2.

TABELA 15. Parametros farmacocinéticos de lidocaina do voluntario nimero 2.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

TL’JItimo H 24,00
ASCo Tultimo [ng*h}/mL 16,83
ASCO_inf [ng*h]/mL 30,88
ASCO-inf extrapolado % 45549
Cmax ng/mL 1,17
Cttimo ng/mL 0,54
Tmax H 5,00
Tio H 18,03
Ke 1/h 0,04
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TABELA 16. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 2.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Taitimo H 24,00
ASCo_Tattimo [ng*h])/mL 3,86
ASCo.int [ng*h]/mL 6,89
ASCO-inf extrapolado % 43;95
Cmax ng/mL 0,32
Cuitimo ng/mL 0,13
Timax H 0.83
T H 16,40
ke 1/h 0,04

Concentragdo Plasmatica
(ng/mL)

—e—Lidocaina

Tempo (hr)

FIGURA 16. Curva da concentragcao plasmatica de lidocaina do voluntario numero

3.
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FIGURA 17. Curva da concentragao plasmatica de prilocaina do voluntario nimero
3.

TABELA 17. Parametros farmacocinéticos de lidocaina do voluntario nimero 3.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

TL’JItimo H 24,00
ASCo Tuttimo [ng*h}/mL 21,20
ASCo.in [ng*h]}/mL 23,50
ASCO—inf extrapolado % 9,81
Cmax ng/mL 2,58
Cttimo ng/mL 0,23
Tmax H 3,00
T H 6,86
ke 1/h 0,10
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TABELA 18. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario nimero 3.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Taitimo H 24,00
ASCo-Taitimo [ng*h]/mL 7,99
ASCo.int [ng*h]/mL 8,69
ASCO-inf extrapolado % 8503
Cmax ng/mL 1,17
Cuitimo ng/mL 0,09
Timax H 3,00
T10 H 5,42
ke 1/h 0,13

Concentracao Plasmatica
(ng/mL)

—e—Lidocaina

FIGURA 18. Curva da concentracdo plasmatica pelo tempo de lidocaina do

voluntario nimero 4.

Tempo (hr)
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FIGURA 19. Curva da concentragao plasmatica de prilocaina do voluntario nimero

4.

TABELA 19. Parametros farmacocinéticos da lidocaina do voluntario nimero 4.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

TL’JItimo H 24,00
ASCo Tuttimo [ng*h}/mL 32,72
ASCo.inf [ng*h]}/mL 78,36
ASCO—inf extrapolado % 58525
Cmax ng/mL 2,47
Cultimo ng/mL 1,27
Tméx H 8,00
T H 24,91
ke 1/h 0,03
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TABELA 20. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 4.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Taitimo H 24,00
ASCO—TUItimo [ng*h]/mL 6,40
ASCo.int [ng*h])/mL -
ASCO-inf extrapolado % "

Cmax ng/mL 0,46
Cuitimo ng/mL 0,31
Tmax H 15,00
Tip2 H -

ke 1/h -

Concentragdo Plasmatica
(ng/mL)

—e—Lidocaina

10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (hr)

FIGURA 20. Curva da concentracao plasmatica de lidocaina do voluntario nimero

5.
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FIGURA 21. Curva da concentragéao plasmatica de prilocaina do voluntario nimero

5.

TABELA 21. Parametros farmacocinéticos da lidocaina do voluntario nimero 5.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Tattimo H 24,00
ASCo.Taitimo [ng*h]}/mL 67,39
ASCo.in [ng*h]}/mL 113,82
ASCO—inf extrapolado % 40579
Cmax ng/mL 4,31
CL’IItimo ng/ml— 2’1 2
Tméx H 10,00
T H 15,18
ke 1/h 0,05
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TABELA 22. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 5.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos
T attimo H 24.00
ASCo_tuttimo [ng*h])/mL 10,23
ASCO_inf [ng*h]/mL -
ASCO-inf extrapolado % -
Cmax ng/mL 0,59
Cuttimo ng/mL 0,32
Tméx H 1 5,00
Ta2 H -
Ke 1/h -
2.0-
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FIGURA 22. Curva da concentracao plasmatica de lidocaina do voluntario nimero

6.
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FIGURA 23. Curva da concentragéao plasmatica de prilocaina do voluntario nimero
6.

TABELA 23. Parametros farmacocinéticos da lidocaina do voluntario nUmero 6.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Tattimo H 24,00
ASCo-Taltimo [ng*h]/mL 28,11
ASCO_inf [ng*h]/mL 44,82
ASCO-inf extrapolado % 37528
Cmax ng/mL 1,78
Cl]ltimo ng/mL 0,80
T max H 4,00
T1/2 H 1 4,57
ke 1/h 0,05
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TABELA 24. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 6.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Taitimo H 24,00
ASCo-taitimo [ng*h]/mL 8,11
ASCo.inf [ng*h])/mL 14,59
ASCO-inf extrapolado % 44;43
Crax ng/mL 0,49
Cuitimo ng/mL 0,25
Tmax H 10,00
Tip2 H 18,19
ke 1/h 0,04

40+
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FIGURA 24. Curva da concentracao plasmatica de lidocaina do voluntario nimero

7.
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FIGURA 25. Curva da concentragao plasmatica de prilocaina do voluntario nimero

7.

TABELA 25. Parametros farmacocinéticos da lidocaina do voluntario nimero 7.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

TL’JItimo H 24,00
ASCo.-Taltimo [ng*h]/mL 245,23
ASCo.in [ng*h]}/mL 261,45
ASCO—inf extrapolado % 6,20
Cmax ng/mL 36,50
Cuttimo ng/mL 3,13
Tmax H 12,00
T H 3,59

ke 1/h 0,19
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TABELA 26. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 7.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos
Taitimo H 24,00
ASCO—TUItimo [ng*h]/mL 63,15
ASCo.in [ng*h])/mL 69,81
ASCO-inf extrapolado % 9:54
Cmax ng/mL 9,23
Cuitimo ng/mL 1,10
Tmax H 12,00
Tip H 4,20
ke 1/h 0,17
3_
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FIGURA 26. Curva da concentracao plasmatica de lidocaina do voluntario nimero
8.

88



1.254

m
Qo
= —e— Prilocaina
1.00
: T
;]
8 _ ]
Q1 75
o E |
1 —
j=2]
gc
£~ 0501
o
= P
o 0.25- /\/.4 I
o ] .
. |
0.00] wmm essns”
rrr 1 T T T T T LI L L | T T T T
0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (hr)

FIGURA 27. Concentracdes plasmaticas de prilocaina do voluntario nimero 8.

TABELA 27. Parametros farmacocinéticos da lidocaina do voluntario nimero 8.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

T attimo H 24,00
ASCO-TL’IItimo [ng*h]/mL 32,09
ASCO_inf [ng*h]/mL -
ASCO-inf extrapolado % -

Cmax ng/mL 1,96
Cultimo ng/mL 1,02
Tméx H 1 5,00
Tip H -

Ke 1/h -
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TABELA 28. Parametros farmacocinéticos da prilocaina do voluntario numero 8.

Parametros Unidade Lidocaina
farmacocinéticos

Taitimo H 24,00
ASCO—TUItimo [ng*h]/mL 5,55
ASCo.int [ng*h]/mL 10,89
ASCO-inf extrapolado % 49,02
Crax ng/mL 0,99
Cuitimo ng/mL 0,22
Tméx H 1 ,50
Tip2 H 16,90
ke 1/h 0,04

Considerando todos voluntarios, foram elaborados os graficos das
concentragdes plasmaticas pelo tempo da lidocaina e da prilocaina (FIGURAS 29
e 30). Além disso, os dados dos parametros farmacocinéticos também foram
calculados (TABELA 29 e 30).
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FIGURA 28. Curva de concentracdo plasmatica contra o tempo do farmaco

lidocaina, considerando todos os voluntarios (n=8).

TABELA 29. Parametros farmacocinéticos do principio ativo lidocaina
considerando todos os voluntarios (n=8).

1 2 3 4 5 6 7 8

Tultimo 24,00 124,00 |24,00 24,00 |24,00 |24,00 (24,00 |24,00

ASCultim
o 2557 16,83 |21,20 32,72 |67,39 |28,11 (245,23 |32,09

ASCtudo 25,57 |16,83 |21,20 |32,72 [67,39 |28,11 [245,23 |32,09

ASCinf 33,85 [30,88 |23,50 |78,36 113,82 144,82 |261,45 |-

% ASCinf 24,46 45,49 |9,81 58,25 140,79 37,28 [6,20

Cmax 2,18 1,17 2,58 2,47 4,31 1,78 36,50 [1,96

Cultimo 0,58 0,54 0,23 1,27 2,12 0,80 3,13 1,02

Tmax 5,00 5,00 3,00 8,00 10,00 4,00 12,00 115,00

T1/2 9,98 18,03 6,86 24,91 15,18 14,57 [3,59 -

Ke 0,07 0,04 0,10 0,03 0,05 0,05 0,19 -
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FIGURA 29. Curva de concentracdo plasmatica contra o tempo do farmaco
prilocaina, considerando todos os voluntarios (n=8).
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TABELA 30. Parametros farmacocinéticos do farmaco prilocaina considerando
todos os voluntarios (n=8).

1 2 3 4 5 6 7 8

Tultimo 24,00 (24,00 |24,00 [24,00 24,00 [24,00 24,00 [24,00

ASCultim

o 4,75 3,86 7,99 6,40 10,23 8,11 63,15 [5,55
ASCtudo (4,75 3,86 7,99 6,40 (10,23 8,11 63,15 [5,55
ASCinf 6,55 6,89 8,69 - - 14,59 169,81 [10,89
% ASCinf 27,40 43,95 8,03 - - 44,43 (9,54 49,02
Cmax 0,54 0,32 1,17 0,46 10,59 0,49 9,23 0,99
Cultimo 0,12 0,13 0,09 0,31 10,32 0,25 1,10 0,22
Tmax 3,00 0,83 3,00 15,00 [15,00 [10,00 12,00 [1,50
T1/2 10,63 [16,40 [5,42 - - 18,19 14,20 16,90
Ke 0,07 0,04 0,13 - - 0,04 0,17 0,04

Em relagdo a literatura sobre o estudo do perfil farmacocinético dos
anestésico lidocaina e prilocaina em formulacbes tdpicas, foi identificado que
Juhlin e colaboradores®' avaliaram em 10 voluntarios sadios (ambos os sexos) 0s

parametros farmacocinéticos da aplicacdo de 10g de EMLA 5% (com bandagem
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oclusiva) em uma area de 100 cm? do antebraco durante 2 horas. Também
avaliaram (n=3) quando aplicado 4-6g de EMLA 5% (com bandagem oclusiva), em
uma &rea de 25 cm? no antebraco por 1 hora. Apés a aplicacdo no antebraco
(area de 100 cm?), o nivel maximo de lidocaina foi identificado em 5 horas (média
18 ng.mL™), enquanto que os niveis de prilocaina estavam abaixo do limite de
deteccdo. Quando o EMLA 5% foi aplicado na regido de 25 cm? do antebraco,
nenhuma das substancias foi detectada na circulacéo sistémica (< 10 ng.mL™") em
3 horas. A absorgéo na area da face também foi avaliada a partir da administracédo
de 10g de EMLA 5% (com bandagem oclusiva), em uma area de 100 cm? da face
durante 2 horas. A concentracao plasmatica maxima na circulacao sistémica foi de
150 ng.mL™" de lidocaina e 58 ng.mL™" de prilocaina, atingidos apés 2-2,5 horas da
aplicacéo (FIGURA 30 e 31). Como ¢é possivel verificar, na regidao da face houve
uma significativa maior absorcao de lidocaina e prilocaina, atentando para futuros
estudos com o0 nanoanestésico que envolvam esta regiéo.

Em estudo realizado com 20 voluntérios avaliou o perfil farmacocinético
apoés a aplicagéo de 20g de EMLA® (correspondente a 500 mg de cada lidocaina
e 500 mg de prilocaina) , mantidos sob bandagem oclusiva durante 1 hora. Os
Cmax de lidocaina e prilocaina obtidos foram, respectivamente, 75 ng.mL'1 (Tmax =
180 minutos) e 25 ng.mL' (Tmax = 180 minutos) (FIGURA 29)*. Quando
comparamos estes dados com os obtidos no estudo do perfil farmacocinético do
nanoanestésico, € possivel verificar que utilizando nanoanestésico em uma
quantidade 10 vezes inferior a utilizada de EMLA®, sdo alcangados niveis
plasmaticos proporcionais de lidocaina e prilocaina. Entretanto, acredita-se que as
estimativas de Cmax € Tmax do autor tenham sido prematuras, pois, conforme é
possivel verificar na figuras 30, ha um pequeno declinio da concentracdo
plasmatica nas primeiras 4-6 horas, o que pode ter gerado uma falha no desenho
metodologico do estudo e finalizagdo antes do real tempo de ocorréncia da

concentragdo maxima.
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Concentragéo plasmatica (ng.mL"")

FIGURA 30. Concentragdes pl

Lidocaina

Prilocaina

Tempo (minuto)

asmaticas de lidocaina e prilocaina em funcao do

tempo ap6s a aplicacao tépica de EMLA®. Fonte: Adaptado de EVERS et al.,

1985.
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FIGURA 31. Concentragao plasmatica de lidocaina na circulagao sistémica apés 2

horas da aplicacdo do EMLA

5% em uma area de 100 cm? com oclusdo, na
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regiao da face e antebraco ( valores médios + erro padrao). Fonte: Adaptado de

JUHLIN, et al., 1989.
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FIGURA 32. Concentragdo plasmatica de lidocaina @ ¥ <) e prilocaina @ 4 #
na veia de drenagem ap0s aplicacao de EMLA 5% durante 1 hora em uma area de

25 cm? do antebrago. Fonte: JUHLIN, et al., 1989.

De acordo com a literatura,® a absorcao sistémica de doses elevadas
de lidocaina e prilocaina, a partr de 5000 ng.mL' e 7000 ng.mL",
respectivamente; podem resultar na depressdo do Sistema Nervoso Central e
Sistema Nervoso Periférico, culminando em crises convulsivas, podendo chegar a
coma, parada respiratéria e colapso cardiovascular.®8

Avaliando o perfil farmacocinético do nanoantestésico, verificamos que
as concentragdes maximas de lidocaina e prilocaina (lidocaina- Cnax= 6.6 ng.mL-1
e prilocaina- Cnax= 1,7 ng.mL-1) sdo abaixo das identificadas como téxicas na
literatura, ou seja, é seguro e, depois de aplicado por 1 hora sobre a pele, alcanca
concentragdes plasmaticas de lidocaina e prilocaina cerca de 750 vezes e 4000
vezes, respectivamente, inferior a considerada téxica. Desta forma, pode-se inferir
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que é passivel fazer a aplicacdo do nanoantestésico em areas sadias maiores do

que as previamente testadas.

4.3.2  Avaliagao de eficacia

A Escala Visual Analégica — EVA (FIGURA 33) tem como objetivo
auxiliar na afericdo da intensidade da dor no paciente, sendo um instrumento
importante para verificarmos a evolugdo do paciente durante o tratamento e
mesmo a cada atendimento, de maneira mais fidedigna. Também pode ser uma
técnica utilizada para auxiliar na fase clinica de estudo de eficacia para o

85868788 como Gahalaut et al®® que

desenvolvimento de novos anestésicos
comparou o a eficacia de um creme composto pela mistura eutética de 2.5% de
lidocaina e 2.5% de prilocaina com um creme composto por 7% de tetracaina e

7% de lidocaina.

g 5 6

FIGURA 33. Escala Anéloga Visual, com escala variando de 0, correspondente a
menos dor ja sentida, a 10, correspondendo a dor de maior intencidade da

sentida pelo individuo.

No estudo de avaliacdo de eficacia versus o EMLA® ocorreram dois
drop-outs, ou seja, dois pacientes nao concluiram o estudo por motivos pessoais e
nao atrelados ao estudo.

Ap6s a avaliagdo dos 14 voluntarios quanto a diferenca de dor
experimentada com o estimulo doloroso da picada da agulha, antes e apés a
aplicagdo o nanoanestésico e do EMLA®, durante o periodo de 1 hora, foi obtido
que para o EMLA® a mediana do escore antes da aplicagao foi igual a 4, apds, O.
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A média e intervalos de confianga foram, respectivamente, 3.962 |cgse, (3.139-
4.784) antes da aplicacao e 0.8077 icos% (0.1150 — 1.500) (p < 0.0001) apéds a
aplicacdo. Para o nanoanestésico, a mediana do escore antes da aplicagao foi
igual a 4 e, apds, 1. A média e intervalos de confianga foram respectivamente
3,846 ICgs, (3,072 — 4,620) antes da aplicacdo e 1.308 |cose, (0,5127 — 2,103)
(p<0,0001) apdés a aplicacdo. Os resultados demonstram que ambos o0s
tratamentos foram eficazes na reducdo do percentual da dor sentida pelos
pacientes. Todos os dados dos valores avaliados pelos pacientes e os respectivos
trabalhos estatisticos encontram-se na TABELA 31.

Na avaliacdo de nao inferioridade, a média e o IC95% para o
nanoanestesico e para O EMLA®, no que tange a diferenga de dor experimentada
antes e apds a administragdo de cada produto, foi, respectivamente, 3,154
1c95%(2,195 — 4,112) e 2,538 |cos5% (1,814 — 3,263). O Teste t ndo pareado nao foi
capaz de identificar diferenca significativa entre as médias (p=0,2754). Desta
forma, considerando o tempo de 1 hora de permanéncia do nanoanestésico e do
EMLA®, ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre a eficacia de ambos.

Os dados do estudo versus EMLA® também foram avaliados de forma
nao paramétrica, através do teste de McNemar. Este teste € usado para analisar
frequéncias de duas amostras relacionadas, ou seja, tem como objetivo avaliar a
eficiéncia de situagbes “antes” e “depois”, em que cada individuo é utilizado como
0 seu proprio controle. De acordo com a analise de nao inferioridade, e congruente
com os resultados acima, o valor de p foi estaticamente nao significativo (p = 1,0)
(TABELA 32). O critério adotado como suficiente foi uma reducéo superior a 30%
da dor inicial (pré-aplicacdo dos produtos) relatada pelo paciente e nao suficiente
como uma reducao da dor igual ou inferior a 30% da dor inicial.
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TABELA 31. Resultados da avaliacdao de cada voluntario referente ao tratamento

com o nanoanetésico e o EMLA®.

EMLA® Nanoanestésico
Voluntari | Period 1h % Period %
Antes .| # reduca Antes [1h apos [# reduca

(o] (o] apos o (o] o

1 > 3 0 |2 [100% |1 4 2 2 |50%
2 1 1 0 |1 |100% |2 1 0 1 100%
3 1 35 |0 |35 |100% |2 5 2 3 |60%
4 > 5 2 |3 |60% |1 5 2 3 |60%
5 > 4 3 |1 |25% |1 4 3 1 25%
6 1 5 0 |5 |100% |2 3 0 3 |100%
8 1 4 > |2 |50% |2 2 0 2 |100%
9 2 3 1 2 |67% |1 5 4 1 20%
10 1 4 0 |24 |100% |2 4 1 3 |75%
1 1 6 0 |6 [100% |2 3 0 3 |100%
12 2 5 0 |5 [100% |4 5 0 5 |100%
13 1 5 25 |25 |50% |2 4 2 2 |50%
14 > 4 0 |4 [100% |1 5 2 3 |60%
N 13 13 [13 |13 13 13 13 |13
Min 1.00 |0.00 8'0 25.00 1.000 [0.0000 |1.000]20.00
Mediana 400 |0 8'0 100.00 4000 |1.000 [3.000/75.00
Max 600 |3 g.o 100.00 5000 [2.000 [3.000(100.0
Média 3.962 |0.8077 |3.154 |80.92 3.846 |1.308 |2.538|70.77
DP 1361 |1.146 | 1586 | 26.74 1281 |1.316 |1.19829.07
EP 0.3775 | 03179 | 04008 |7.417 0.3553 | 0.3649 3'332 8.063
CV% 34.36% | 141.99% | oz | 33.05% 33.31% | 100.60% |4721% | 41.08%
IC 95% inf 3139% | 0.1150 | 2.195 | 64.76 3.072 |05127 |1.81453.20
IC 95% 4784% |1.500 |4.112 | 97.08 4620 |2.103 |3.263|88.34
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TABELA 32. Teste de McNemer aplicado para a avaliagcdo de nao inferioridade
entre o EMLA® e o0 nanoanestésico.

EMLA®
Suficiente | Nao Total
suficiente
Suficiente 12 0 12
Nanoanestésico | Nao 1 1 2
suficiente
Total 13 1 14

Considerando os resultados do estudo de eficacia do nanoanestésico
versus o EMLA®, em que foi avaliado a eficacia do nanoanestésico mediante
permanéncia de 1 hora sobre a pele dos voluntarios, o estudo subsequente
contemplou a avaliacdo de tempos inferiores a 1 (uma) hora, com objetivo de
verificar uma eficacia suficiente para poder ser empregado na clinica médica em
tempos inferiores a uma hora, conforme recomendado pela maioria dos

anestésicos locais topicos presentes no mercado brasileiro.

Este estudo foi controlado por placebo, pois, de acordo com a bula do
medicamento referéncia composto pela mistura eutética de lidocaina e prilocaina,
o EMLA®, é preconizado a administracdo por aproximadamente 1 hora nos casos
de procedimentos de venopuncéo. Desta forma, ndo sendo correto a condugao de
um estudo com o produto referéncia, haja vista a infracdo do preconizado na

posologia do produto, foi realizado um estudo controlado por placebo.

A voluntaria 95 participou somente do primeiro periodo por
indisponibilidade nas datas dos segundo e terceiro periodos do estudo. Desta
forma, os dados desta voluntaria ndo foram computados para a avaliagdo do
resultado.

Os volores referentes ao grau de dor experimentado antes e apés a
aplicagdo do nanoanestésico e do placebo, nos trés periodos avaliados, estdo
relacionados nos apéndices |, Il e lIl.
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Considerando-se todos os tempos de aplicagdo dos produtos (10, 15,
20, 25, 30 e 35 minutos), a aplicacdo do nanoanestesico reduziu em cerca de 36%
a dor descrita ap6s perfuragdo do antebrago, enquanto o produto placebo reduziu
em cerca de 16%. Aplicando-se o teste t de student ndo-pareado ao efeito
analgésico do nanonestésico comparado ao do placebo encontrou-se um valor p <
0,001 (altamente significativo) quando analisado todos os tempos e valores de p <
0,05 quando analisados os tempos em separado (exceto em 20 minutos)
(TABELAS. 33 e 34). Acredita-se que essa discrepancia de valor encontrado para
a avaliacdo de 20 minutos esteja correlacionada com a subjetividade da

quantificacao da dor.

TABELA 33. Teste t ndo pareado comparando a reducdo (valor absoluto) em
relacdo a quantificacdo da dor antes da aplicacdo dos produtos em todos os
tempos (10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos), ndo considerando os dados do

voluntario drop-out (n = 570).

Tempo | Reducao Reducao da | Reducao da | Reducao P valor
da dor com | dor com | dor com | da dor com
placebo placebo (%) | nanoanesté | nanoanest (teste 1)
(média em sico (média | ésico (%)
cm) em cm)
10a35 | 0,54 0,16 1,268 0,36 P
0,001
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TABELA 34. Teste t ndo pareado comparando a reducdo (valor absoluto) em
relacdo a quantificacdo da dor antes da aplicacdo dos produtos em cada tempo,

nao considerando os dados do voluntario drop-out.

Tempo de | Reducao da dor | Reducao da dor com | P valor (teste
acao com placebo | nanoanestésico (média | t)*
(média %) %)

10 min 0,20 0,47 P =0,033

15 min 0,21 0,76 P < 0,001

20 min 0,14 0,34 P = 0,080

25 min 0,22 0,58 P =0,019

30 min 0,13 0,65 P = 0,001

35 min 0,23 0,65 P=0,017

Os resultados também foram avaliados através da andlise n&o-
paramétrica, aplicando-se o teste de McNemar. O critério adotado como suficiente
foi uma reducado superior a 30% da dor inicial (pré-aplicacdo dos produtos)
relatada pelo paciente e nao suficiente como uma redugao da dor igual ou inferior
a 30% da dor inicial. Considerando todos os tempos, encontrou-se um valor p <
0.0001, altamente significativo (TAB. 35). Quando os tempos foram analisados
separadamente para os tempos de 10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos, os valores de
p identificados foram 0,0171; 0,0011; 0,1360; 0,0015; 0,0009; e 0,0311;
respectivamente (TAB. 36, TAB. 37, TAB. 38, TAB. 39, TAB. 40, TAB. 41). O
tempo que apresentou o melhor efeito anestésico foi o de 15 minutos, com uma
reducdo média de 76% (p < 0,001 — teste t; p = 0,0011 — teste de McNemar).
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TABELA 35. Teste de McNemar aplicado para todos os tempos (10, 15, 20 25, 30

e 35 minutos).

Placebo
Suficiente Nao Total
suficiente
Suficiente 149 171 320
Nanoanestésico | Nao 68 182 250
suficiente
Total 217 353 570

P<0,0001

TABELA 36. Teste de McNemar aplicado aos tempos de 10 minutos.

Placebo
Suficiente Nao Total
suficiente
Suficiente 21 31 52
Nanoanestésico | Nao 14 29 43
suficiente
Total 35 60 95

P=0,0171

TABELA 37. Teste de McNemar aplicado aos tempos de 15 minutos.

Placebo
Suficiente Nao Total
suficiente
Suficiente 31 27 58
Nanoanestésico | Ndo 7 30 37
suficiente
Total 38 57 95

P=0,0011
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TABELA 38. Teste de McNemar aplicado aos tempos de 20 minutos.

P=0,1360

Placebo
Suficiente | Nao Total
suficiente
Suficiente 18 28 46
Nanoanestésico | N3o 17 32 49
suficiente
Total 35 60 95

TABELA 39. Teste de McNemar aplicado aos tempos de 25 minutos.

P=0,0015

Placebo
Suficiente Nao Total
suficiente
Suficiente 22 33 55
Nanoanestésico | Ndo 11 29 40
suficiente
Total 33 62 95

TABELA 40. Teste de McNemar aplicado aos tempos de 30 minutos.

P=0,0009

Placebo
Suficiente Nao Total
suficiente
Suficiente 26 31 57
Nanoanestésico | Ndo 9 29 38
suficiente
Total 35 60 95
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TABELA 41. Teste de McNemar aplicado aos tempos de 35 minutos.

Placebo
Suficiente Nao Total
suficiente
Suficiente 31 22 53
Nanoanestésico | Nao 9 33 42
suficiente
Total 40 55 95

P=0,0311
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho forneceu informacdes importantes referentes a
caracterizacao e avaliacao clinica de uma formulacdo nanoanestésica, composta
por nanocapsulas de lidocaina e prilocaina e os respectivos sais cloridratos
dispersos no hidrogel. Foi avaliada a morfologia das nanocapsulas que compdem
o hidrogel, e verificaram-se tamanhos e estruturas condizentes com o esperado a
partir dos dados de caracterizacdo fisico-quimica pré-existentes, tanto para a
suspensao de nanocdpsulas quanto para a o produto final, 0 nanoanestésico
(hidrogel).

Também foi realizado o desenvolvimento clinico do nanoanestésico,
com o objetivo de fornecer informagdes acerca do seu desempenho terapéutico.
Verificou-se que o0 nanoanestésico possui eficacia nao inferior ao EMLA®
(Aztrazeneca) quando comparado apdés 1 (uma) hora de permanéncia sobre a
pele. De forma controlada por placebo, noventa e seis voluntarios foram
submetidos a um estimulo doloroso em tempos inferiores a 1 hora e verificou-se
que o0 nanoanestésico apresenta eficacia significativa a partir de 10 minutos da
aplicacédo, desta forma, podendo otimizar a realizacdo dos procedimentos de
venopuncdo. Além disso, estudos do perfil farmacocinético do nanoanestésico
indicam que o produto é seguro, atingindo concentracbes plasmaticas de 6,5
ng.mL'1 de lidocaina e 1,7 ng.mL'1 de prilocaina, ou seja, abaixo das estabelecidas

na literatura como toxicas.

Os resultados apresentados neste trabalho sdo referentes a etapas
avancadas do desenvolvimento de novas formulagcdes nanotecnolégicas e
fornecem perspectivas para o delineamento de novos estudos clinicos que

abranjam novas indicagbes de uso do produto.
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo: GDN 031/12 - Estudo clinico de avaliagdo do perfil farmacocinético de uma formulagdo de
lidocaina, 2.5% + prilocaina, 2.5% (nanoanestésico em gel para uso tépico; Biolab Sanus
Farmacéutica Ltda.) em voluntarios sadios de ambos os sexos.

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 06556712.8.0000.5404
Pesquisador: GILBERTO DE NUCCI

Instituicao: Galeno Desenvolvimento de Pesquisas Ltda

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 83953
Data da Relatoria: 28/08/2012

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de estudo clinico em fase 4, monocéntrico, aberto, 1 periodo, 1 sequéncia, dose Unica por via tépica,
cujos objetivos estédo descritos no quadro abaixo (CID10: Z00.6 + Z52.0 doador sangue).

O gel contendo lidocaina e prilocaina € uma mistura eutética na proporc¢ao de 1:1. Esta preparagéo proporciona
anestesia da pele. Embora a aplicagido seja conhecida, ha poucos trabalhos publicados no que se refere a
absor¢éo dos compostos (lidocaina e prilocaina) relacionados a aplicagéo topica. Esta informagéo € importante
para a avaliagcado de seguranga deste produto.

Para tanto, serdo avaliadas os dados de concentragéo plasmatica dos medicamentos em estudo, em amostras
de sangue (7ml cada), coletadas em varios momentos: na pré-aplicagdo; a cada 10 minutos ap6s a aplicagao,
até 3 hs; posteriormente a cada 1 hora, até 10 hs horas ap6s aplicagao; posteriormente apos 12, 15 e 24horas
apos a aplicagdo do produto.

As concentrag¢des serdo medidas por método analitico ja valiadado, LC-MS/MS.

Critérios de Inclusdo: 8 sujeitos que atendam aos seguintes critérios:

Incluséo:

1. Sexo masculino ou feminino com idade igual ou superior a 18 anos; 2. Voluntario tem seu indice de massa
corpérea maior ou igual a 19 e menor ou igual a 30; 3. Boas condi¢des de saude ou sem doengas significativas,
a juizo médico, de acordo com as regras definidas no protocolo, e avaliagdes a que foi submetido: histéria
clinica, medidas de pressao e pulso, exame fisico e psicologico, ECG, e exames laboratoriais complementares;
4. Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os riscos e efeitos adversos e com
intencao de cooperar com o pesquisador e agir de acordo com os requerimentos de todo o ensaio, o que vem a
ser confirmado mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critério de Exclusao:

1. O sujeito de pesquisa tem sabidamente uma hipersensibilidade aos farmacos estudados (lidocaina e
prilocaina) ou a compostos quimicamente relacionados; histéria de reagdes adversas sérias ou
hipersensibilidade a qualquer farmaco; 2. Histéria ou presenca de doengas ou outra condigdo que possa
interferir com a absorgao tdpica, distribuigcdo, excregdo ou metabolismo dos farmacos em estudo; 3. Uso tépico
ou sistémico de esteroides, exceto anticoncepcionais, ou terapia de manutencdo com qualquer farmaco,
especialmente, aqueles que possam induzir a metahemoglobinemia; 4. Tem histéria de doencga hepatica, renal,
pulmonar, gastrintestinal, epiléptica, hematolégica ou psiquiatrica; ou hipo ou

hipertensdo ou qualquer outra comorbidade que requeira tratamento imediato prioritario ou que, a juizo do
pesquisador principal, possa interferir na participagdo do estudo e/ou exponha o sujeito de pesquisa a risco
adicional do que normalmente previsto; 5. Tem histéria ou teve infarto do miocardio,
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angina e/ou insuficiéncia cardiaca e/ou achados eletrocardiograficos ndo recomendados a critério do
pesquisador para participagdo no

estudo; 6. Os resultados dos exames laboratoriais do recrutamento apresentam desvios considerados
clinicamente relevantes que em fungédo de possiveis riscos impedem a participagdo no estudo, a juizo do
pesquisador. 7 Voluntario € fumante; 8 Tem historia de abuso de alcool ou drogas ou consumo expressivo de
alcool (> 35g/dia); 9. Fez uso de medicagéo dentro de 7 dias antes do inicio do tratamento que, com base na
classe

terapéutica, na meia-vida do farmaco e/ou metabdlitos ativos, possa ser assumida interferéncia com o estudo;
10. Tratamento dentro dos 3 meses prévios ao estudo com qualquer farmaco conhecido de ter um potencial
téxico bem definido nos grandes 6rgéos; 11. O sujeito de pesquisa participou de qualquer estudo experimental
ou ingeriu qualquer farmaco experimental dentro dos seis meses que antecedem o inicio deste estudo; 12. O
sujeito de pesquisa doou ou perdeu 450 mL ou mais de sangue durante os trés meses que antecederam ao
estudo ou efetuou 3 doagdes (mulheres) / 4 doagdes (homens) dentro dos 12 meses que precederam o estudo;
13. O sujeito de pesquisa tem qualquer condigdo que o impede de participar do estudo, segundo julgamento do
investigador. 14. Teste positivo de gravidez, parto ou aborto nas 12 semanas anteriores a data prevista para o
inicio do tratamento.

Analise dos dados:

Os parametros farmacocinéticos serdo obtidos das curvas de concentragdo plasmatica do farmaco versus
tempo. A analise farmacocinética sera realizada com o apoio dos seguintes software: Microsoft Excel,
WinNonLin Professional Edition. As analises estatisticas resumir-se-ao a estatistica descritiva dos parametros
farmacocinéticos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliagdo do perfil farmacocinético dos principios ativos da lidocaina (50 mg) e prilocaina (50 mg), ap6s a
aplicacdo topica de na pele do antebrago.
Objetivo Secundario:
Avaliacao de seguranga e tolerabilidade das drogas mencionadas.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos de:

1-Reacdes locais passageiras no local da aplicagdo, como palidez, eritema (vermelhidao) e edema.

2- Reagdes imprevisiveis, como em qualquer outro medicamento.

3- A retirada de sangue € um procedimento seguro e pode causar um leve desconforto, além de uma mancha
roxa no local da picada que frequentemente desaparece sem maiores problemas.

Beneficios:
A participacdo no estudo n&do tem o objetivo de submeter o voluntario a um tratamento terapéutico.
Conseqilientemente, ndo se espera que a sua participagdo no estudo traga qualquer beneficio em fungéo do
tratamento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante sobre seguranca e tolerabilidade de medicamento de uso tépico.
Todos os itens adequados ao estudo proposto.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Folha de rosto: pesquisador principal assinou também como responsavel pela instituicao(Galeno Des. Pesq.
Ltda). Pela patrocinadora Biolab, ha a assinatura de uma pesquisadora especilista, ndo acompanhada de
carimbo ou esclarecimento de sua fungéo neste laboratério.
TCLE: Adequado em todos os seus itens.

Recomendacées:

Nada a declarar.
Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Nada a declarar
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

CAMPINAS, 28 de Agosto de 2012

Assinado por:
Carlos Eduardo Steiner
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP. 22/05/12.
(PARECER CEP: N° 1317/201))

PARECER

I- IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “ESTUDO DE BIODISPONIBILIDADE COMPARATIVA E DE
AVALIACAO EFICACIA DE UMA FORMULACAO TESTE (NANOANESTESICO
(2.5% LIDOCAINA + 2.5% PRILOCAINA) GEL; BIOLAB SANUS
FARMACEUTICA LTDA.) VERSUS UMA FORMULACAO DE REFERENCIA
(EMLA (2.5% LIDOCAINA + 2.5% PRILOCAINA) CREME; ASTRAZENECA)
EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS 0S SEXOS” (GDN035/11).

PESQUISADOR RESPONSAVEL.: Gilberto de Nucci

I1 - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprova a modifica¢do do procedimento de coleta de exames laboratoriais
pos-estudo ¢ o Termo de Consentimento Livre ¢ Iisclarecido Complementar (versiio final
cmenda 02 de 24/04/12), referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CLP/FCM/UNICAMP ¢ ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

111 - DATA DA REUNIAO.

flomologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de maio de 2012,

-

‘xfy&bﬂyu 7\

Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner

PRESIDENTL do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Ftica em Pesquisa - UNFCAMP

Rua: Tessilia Vieira de Camargo. 126 FONE (019) 3521-8436
Caixa Postal 6111 AN (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep a fomaunicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP g&moﬂ .
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: GDN 022/13 - Estudo clinico de avaliacdo de eficacia de uma formulagdo de lidocaina,
2.5% + prilocaina, 2.5% (nanoanestésico em gel para uso tépico; Biolab Sanus
Farmacéutica Ltda.) em voluntarios sadios de ambos os sexos.

Pesquisador: GILBERTO DE NUCCI

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 06579812.0.0000.5404

Instituicao Proponente: Galeno Desenvolvimento de Pesquisas Ltda
Patrocinador Principal: BIOLAB SANUS FARMACEUTICA LTDA.

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 258.635
Data da Relatoria: 23/04/2013

Apresentacao do Projeto:

Apresentacao de emenda ao protcolo original, solicitando extens&o de protocolo do Projeto de Pesquisa
06579812.0.0000.5404, ; GDN 032/12 - Estudo clinico de avaliagédo de eficacia de uma formulagao de
lidocaina, 2.5% + prilocaina, 2.5%(nanoanestésico em gel para uso topico; Biolab Sanus Farmacéutica
Ltda.) emvoluntarios sadios de ambos os sexos,, originalmente aprovado por este CEP- Parecer N° 87.200,
emitido em 31/08/2012.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliacao do perfil farmacodindmico (eficacia) ap6s aplicagao topica por diferentes periodos de tempo, da
formulagéo teste.

Objetivo Secundario:

Avaliacdo de seguranca e tolerabilidade da formulag&o sob estudo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Mencionados no projeto e no parecer do projeto original.
N&o alterados na presente emenda.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisadores enviaram : relatorio clinico e relatério final do estudo,acusando término do estudo em
01.12.2012.

Entretanto, no momento solicitam extensao de projeto para garantir poder adequado para analise estatistica.
Neste sentido foram modificados no projeto original: o nimero de voluntarios ( originalmente 28, ampliado
para 90), além dos tempos para avaliagdo do efeito anestésico (modificado para 10, 15, 20, 25, 30 e 35
minutos).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Foram apresentados para esta emenda:vcarta explicativa da emenda com a respectiva justificativa, TCLE e
projeto de pesquisa, brochura do investigados e folha de rosto atualizados. Todos adequados.

Os autores enfatizam que a extensédo passa a ser referenciada pelo cédigo interno GDN 022/13, de modo a
diferencia-la dos demais documentos.

Recomendacées:

em,bora ospesquisadores tenham apresentado os relatérios comentados acima, sinalizando finalizagdo do
estudo, os pesquisadores consideraram prudente ampliar o numero de sujeitos e investigar algumas
condi¢bes especificas do estudo, segundo justificativa ja relatada. Justificativa pertinente.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagébes:
Emenda aprovada.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdao da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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(CAMPUS CAMPINAS)
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Assinador por:
Fatima Aparecida Bottcher Luiz

(Coordenador)
Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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APENDICE |

Grau de dor observado antes e apés a aplicagao das formulagdes no 1° periodo
(10 e 15 minutos) e redugéo percentual da dor em relagao ao valor inicial.

PLACEBO NANOANESTESICO
Voluntario | ANTES |10 | %~ |15 | %™ | ANTES |10 %+ [15 | %"
Min* Min* Min* Min*
1 37 19 [049 |23 [038 |22 2.8 027 |27 |-023
2 2.3 49 |13 [36 |-057 |37 0.8 078 |12 [068
3 2 34 |-070 [18 |010 |22 0.5 077 |04 |082
4 7.8 02 |097 |03 [096 |77 07 091 |06 [092
5 4.4 76 | 073 |73 |-066 |43 3 030 |27 |037
6 5.8 63 |-009 |63 |-009 |6 35 042 |13 |0.78
7 17 16 |006 |25 |-047 |16 1 038 |06 063
8 9.5 88 |007 |73 [023 |77 67 |013 |71 |008
9 2 17 [015 |09 |055 |29 12 059 |12 [059
10 25 06 |076 |03 |08 |7.2 3 058 |25 |065
11 2.3 21 009 |31 [-035 |26 2.1 019 [29 [-012
12 1,9 14 (026 |11 042 |37 34 |008 |12 068
13 12 18 [050 (36 |-200 |2 44 120 1,7 | 0,15
14 1 01 |09 |01 [080 [09 17 089 |11 |[-022
15 2 09 |05 |09 |055 |28 15 046 |09 [068
16 2 38 |09 |34 [-070 |16 18 013 |17 [-0.06
17 6.4 16 [075 |18 [072 |46 25 046 |23 | 050
18 57 16 [072 |16 |072 |56 3 046 |07 [088
19 2,1 11 [048 |14 |033 |12 04 |067 |03 |[075
20 2 0.7 [065 |1 050 |32 0.2 094 |04 |088
21 0.3 28 | 833 |26 |-7.67 |2 0.3 085 |02 [0,90
22 7.1 82 |-015 |54 |024 |37 8 116 |7 -0.89
23 15 07 [053 |16 |-007 |23 11 052 |1 057
24 2,2 06 [073 |04 |082 |21 0.8 062 |05 |076
25 55 04 [093 |27 [051 |22 34 055 |08 | 064
26 17 19 [-012 [27 [-059 |39 35 010 |14 |064
27 12 08 |033 |09 |[025 |21 1 052 |09 |057
28 6.7 55 [018 |59 [012 |54 5.1 006 |39 [028
29 3 27 |o10 |16 |047 |3 22 027 |1 0,67
30 2,7 2 026 |13 |052 |43 1 077 |04 |09
31 6.9 52 |025 |22 |068 |44 2,6 041 |15 | 066
32 35 32 |009 [18 [049 |3 0.9 070 |05 [083
33 0,1 0.7 |600 |1 9,00 | 0.1 16 - 19 |-
15,00 18.00
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34 1,2 2,4 -1,00 | 3,2 -1,67 1,7 1,4 0,18 2,7 -0,59
35 4,2 2,5 0,40 1 0,76 3,2 2,2 0,31 1,8 0,44
36 4,4 3,9 0,11 7.4 -0,68 6.2 6,1 0,02 6.3 -0,02
37 4,1 7,5 -0,83 | 25 0,39 1,7 0,4 0,76 2,5 -0,47
38 3,8 1,4 0,63 0,6 0,84 5,1 2,3 0,55 1,2 0,76
39 6,3 2,2 0,65 3.4 0,46 8,1 6,9 0,15 7,2 0,11
40 6,6 2,9 0,56 5,9 0,11 2,8 5,8 -1,07 | 22 0,21
1 6,5 6,3 0,03 55 0,15 4,7 3,5 0,26 2,4 0,49
42 0,5 2 -3,00 | 2,2 -3,40 1,3 0,7 0,46 0,5 0,62
43 8,6 3,6 0,58 3,6 0,58 8,6 4,5 0,48 4,2 0,51
44 3.1 3 0,03 2,2 0,29 3,3 1,2 0,64 3,7 -0,12
45 0,4 0,1 0,75 0,1 0,75 5,4 0,1 0,98 2,2 0,59
46 6.4 1,1 0,83 0,7 0,89 7 3,3 0,53 3,5 0,50
47 3,7 55 -0,49 | 6,8 -0,84 5,8 3.4 0,41 4,3 0,26
48 4,3 2,6 0,40 3,7 0,14 4 3,6 0,10 1 0,75
49 5 4,6 0,08 4,6 0,08 5,1 4,9 0,04 5 0,02
50 0,8 0,6 0,25 0,7 0,13 2,2 0,7 0,68 0,7 0,68
51 9 3,6 0,60 2,2 0,76 9 2,5 0,72 3,2 0,64
52 4,2 4,8 -0,14 | 4 0,05 4,6 3,7 0,20 3,5 0,24
53 4,7 2 0,57 2 0,57 4,4 2,2 0,50 1,9 0,57
54 3,4 4,6 -0,35 | 4 -0,18 5,4 2,9 0,46 4,6 0,15
55 4,8 3,4 0,29 4,7 0,02 0,7 0,9 -0,29 | 11 -0,57
56 0,5 0,5 0,00 0,6 -0,20 1 0,3 0,70 0,3 0,70
57 1,6 1,6 0,00 1,1 0,31 1,6 0,6 0,63 0,4 0,75
58 0,2 0,3 -0,50 | 0,4 -1,00 0,2 0,3 -0,50 | 0,3 -0,50
59 4,4 2,5 0,43 1,6 0,64 4,4 3,2 0,27 1,8 0,59
60 7,7 3,3 0,57 2,6 0,66 7,8 6,6 0,15 6,9 0,12
61 7,3 7,2 0,01 7,5 -0,03 6,1 6,5 -0,07 | 6,3 -0,03
62 0,5 0,6 -0,20 | 0,6 -0,20 0,3 0,3 0,00 0,3 0,00
63 0,2 1,7 -7,50 | 1,2 -5,00 0,1 0,2 -1,00 | 0,3 -2,00
64 1,4 0,7 0,50 1,7 -0,21 2 1,1 0,45 1,6 0,20
65 7,4 3,9 0,47 3,9 0,47 6,9 5,3 0,23 2,6 0,62
66 2 0,8 0,60 0,6 0,70 1,2 1,7 -042 | 21 -0,75
67 4,6 3,4 0,26 3,5 0,24 4,2 2,9 0,31 2,6 0,38
68 5,4 2,1 0,61 4,2 0,22 4,3 3,8 0,12 1,3 0,70
69 4,4 6 -0,36 | 6,8 -0,55 6,1 3,9 0,36 1,8 0,70
70 0,5 0,3 0,40 0,2 0,60 0,4 0,9 -1,25 10,2 0,50
71 7,3 6,8 0,07 7,2 0,01 7,9 6 0,24 5,3 0,33
72 2,9 8 -1,76 | 7 -1,41 7,2 2,7 0,63 2,3 0,68
73 1,3 1,1 0,15 1,5 -0,15 1,5 1,8 -0,20 | 1,2 0,20
74 0,6 6,7 - 3,7 -5,17 0,5 2,8 -460 |15 -2,00
10,17
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75 3,6 4,3 -0,19 | 4,7 -0,31 3,1 2,5 0,19 2,5 0,19
76 5,1 52 -0,02 |45 0,12 5,2 25 0,52 1,7 0,67
77 1,3 1,1 0,15 1 0,23 1,2 0,1 0,92 0,2 0,83
78 29 3,5 -0,21 | 3,7 -0,28 4,5 2,4 0,47 2,1 0,53
79 2,8 1,2 0,57 1,8 0,36 2,5 0,6 0,76 0,5 0,80
80 9,4 3,8 0,60 2,2 0,77 9,5 6,8 0,28 2,8 0,71

81 3,8 1,1 0,71 0,7 0,82 3,8 1,7 0,55 0,1 0,97
82 0,5 0,1 0,80 0,8 -0,60 0,3 0,2 0,33 0 1,00
83 3,5 8,1 -1,31 | 8,2 -1,34 6,4 5 0,22 2,1 0,67
84 2,3 2,4 -0,04 | 1,6 0,30 2,2 1,3 0,41 1,2 0,45
85 0,7 1,6 -1,29 | 05 0,29 1,5 0,8 0,47 1,4 0,07
86 6,1 7.5 -0,23 | 6,2 -0,02 7 6 0,14 6,2 0,11

87 2,8 4,4 -0,57 | 2,4 0,14 8,2 4,4 0,46 1 0,88
88 29 2,7 0,07 6,2 -1,14 3,5 4,6 -0,31 | 3,7 -0,06
89 0,3 0,5 -0,67 | 0,2 0,33 0.4 0,3 0,25 0.4 0,00

90 2,6 29 -0,12 | 3,9 -0,50 6,1 2,6 0,57 4 0,34
91 3 3 0,00 2,1 0,30 3,9 1,7 0,56 1,1 0,72
92 6,5 6 0,08 7,5 -0,15 4,6 4,9 -0,07 | 3,8 0,17
93 7,3 2,2 0,70 52 0,29 2,7 7,3 -1,70 | 2,7 0,00

94 4,5 8,4 -0,87 | 8,8 -0,96 8,2 5 0,39 6.4 0,22
95 9,2 6,7 X 7,9 X 9,2 2,1 X 7,9 X

96 7,2 6,6 0,08 5.4 0,25 7,7 3,3 0,57 2,8 0,64

* Medida de 0 a 10 (cm), segundo marcacgéo na escala analoga visual

** Redugao percentual em relagao ao valor inicial
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APENDICE Il

Grau de dor observado antes e apés a aplicacao das formulagdes no 2° periodo
(20 e 25 minutos) e reducao percentual da dor em relagao ao valor inicial.

PLACEBO NANOANESTESICO

Voluntério | ANTES |20 25 ANTES |20 Min* 25

Min* | %** Min* | %** %** Min* | %**
1 1,7 3 -0,76 1,8 -0,06 2,6 2,1 1,25 2,7 -0,04
2 2,8 0,5 0,82 0,8 0,71 3,1 5,7 0,67 2,9 0,06
3 2,7 1,6 0,41 2,6 0,04 3,4 2,7 1,30 1,1 0,68
4 5,7 2,8 0,51 1,3 0,77 3,4 2 -0,93 0,8 0,76
5 54 5,9 0,09 |43 020 |43 1,5 2,08 |73 -0,70
6 7.5 5,3 029 |44 041 |7 7,1 15,00 |75 -0,07
7 2,9 1,7 0,41 0,4 0,86 3,1 1,9 3,89 1,7 0,45
8 8 54 1033 |65 0,19 |76 4.4 11,43 |36 10,53
9 4.1 5 Joe3 |05 |oss |43 1 474 |1 0,77
10 7 08 loss |27 |os9 |2* | 100,00 | >®  |-0,08
11 1,6 2,9 -0,81 2,8 -0,75 1,6 2 -27,50 2,15 -0,34
12 1.1 19 lozs | o027 |28 2,5 120,00 |2® | .0,09
13 2,5 1,7 0,32 3,1 0,24 |38 4.1 6,84 5,3 -0,39
14 1,4 1,5 -0,07 |05 0,64 0,9 0,6 70,00 |0,3 0,67
15 1,6 1,3 0,19 1,2 0,25 0,9 0,7 37,50 |05 0,44
16 1,7 1,6 0,06 2,2 -0,29 2,7 3,2 -32,00 1,4 0,48
17 2,3 1,2 0,48 1,6 0,30 3,8 2,6 6,80 0,8 0,79
18 3.4 1,3 062 |12 065 |35 0,7 16,36 | 1.4 0,60
19 0,8 0,7 0,13 |07 0,13 |1 0,9 190,00 | 0.8 0,20
20 1,3 0,2 0,85 0,7 0,46 1,7 0,5 20,00 |08 0,53
21 0,2 1,7 7,50 |2 9,00 |2 0,6 70,00 | 0.1 0,95
22 55 3,1 044 |28 0,49 8,8 6,4 3,55 8 0,09
23 1.6 2,8 0,75 |22 038 |2 1 25,56 | 1.2 0,40
24 0,8 0,5 0,38 1,2 050 |14 1,4 0,00 0,6 0,57
25 1,5 1,9 027 |14 0,07 0,2 0,3 16,67 |04 -1,00
26 4.7 1,4 0,70 |23 051 |2 3 21,67 |29 -0,45
27 0,3 0,8 -167 |05 0,67 |03 0,4 33,75 |04 -0,33
28 2,9 5 0,72 |92 0,79 |2 3.8 -11,20 |3 -0,50
29 2,2 2,7 023 |16 0,27 2,9 1,7 -58,00 | 0,6 0,79
30 2,6 2,3 0,12 |21 019 |3 0.9 50,00 |0.6 0,80
31 3,3 3,5 0,06 |33 0,00 5,8 4,2 756 |28 0,52
32 2,2 22 10,00 |2 0,09 |19 0,3 2462 |06 1068
33 0,9 0,8 0,11 1,1 -0,22 |03 0,5 -82,50 | 0.9 -2,00
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34 1,1 1,4 -0,27 1,3 -0,18 1,7 1,8 42,50 1,9 0,12
35 3.3 14 los8 |06 |og2 |2 2 87,50 |08 0,60
36 4,4 3,7 0,16 |43 0,02 |27 4,5 60,00 |23 0,15
37 2,2 8,3 277 |13 0,41 2,9 0,5 37,00 |06 0,79
38 41 2,2 0,46 1,3 0,68 3 1,1 15,20 0,3 0,90
39 [ 2 loos |”* |oosa |58 37 19500 |37 |o046
40 5,7 2,8 0,51 2,9 0,49 2,9 55 13,79 |56 -0,93
M 3,7 6.4 0,73 |6:2 -068 |6 3,6 205,00 |2 0,67
42 1,5 0,6 0,60 |09 0,40 |05 0,2 -70,00 | 0,2 0,60
43 5,1 5,3 0,04 |13 0,75 4,8 1,9 15,93 | 1.7 0,65
44 3,4 3,3 0,03 4,8 0,41 |25 4,6 36,67 |29 -0,16
45 3,5 4,7 0,34 |21 0,40 4.1 0,2 30,00 |0,1 0,98
46 4,8 3,1 0,35 6,2 0,29 |47 2,4 13,53 | 1.7 0,64
a7 3 3.2 -0,07 |31 -0,03 |52 6.1 36,15 |4 0,23
48 5,2 1,4 0,73 1,4 0,73 4.8 4,6 240,00 54 -0,13
49 47 48 |-002 [49 |-004 |48 4.4 245,00 | ® -0,04
50 1 0,3 0,70 0,3 0,70 0,6 0,1 83,33 0,7 -0,17
o1 55 39 lo29 |5 009 |55 6,7 102,00 |29 |047
52 4.5 3,8 0,16 4.8 -0,07 4 5,2 -0,30 4.5 -0,13
%3 8 V7 loas |18 Joaz |20 1.8 530,00 | " 0.8
54 4 2,9 028 |3 025 |24 2,7 -54,00 | 2.3 0,04
55 1 2 11,00 |31 210 |48 1 -42,31 | 1.7 0,65
56 0,7 0,1 0,86 |02 071 |07 1 280,00 | 0.3 0,57
57 1,7 0,7 059 |09 047 |17 0,4 285,00 | 0.4 0,76
58 0,1 0,3 2,00 |03 2,00 |02 0,3 580,00 | 0,1 0,50
59 4,7 3.8 0,19 |2 057 |51 0,7 196,67 | 0.3 0,94
60 7.9 74 looe |7 011 |79 4,2 600,00 |27 10,66
61 6,2 8,1 0,31 |9 045 |91 7.3 30,50 |71 0,22
62 0,4 0,6 -050 |08 -1,00 |07 0,3 206,67 | 0.4 0,43
63 0,6 1,1 083 |16 167 |09 0,1 315,00 | 0.3 0,67
64 4.6 27 loat |18 |oe1 |26 1.5 160,00 | 1 0,62
65 8,7 7,2 0,17 6,5 0,25 8,6 2,4 21,67 0,4 0,95
66 09 .7 1089 |21 1,33 |12 1 -73,33 |1 0,17
67 2,1 2,6 024 |27 0,29 |35 2,6 55,83 |28 0,20
68 4.7 4.7 0,00 |54 0,15 |55 1 97,14 |0.9 0,84
69 4,8 7,9 0,65 |73 0,52 |71 3,5 17,25 | 1,7 0,76
o ! 09 loto %7 Joso |%* 03 120,00 | %% |o.25
71 7.4 6,6 0,11 |63 0,15 |73 5,1 118,33 | 5,3 0,27
2 6.7 68 1001 |”1 o006 |1° 21 102,86 %% |-026
73 1,2 0,6 0,50 0,9 0,25 1,3 1,1 91,25 [ 1,2 0,08
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74 0,7 4,9 6,00 |17 143 |08 1,8 -19,47 | 0.8 0,00
75 2,6 5 092 |4 054 |32 2,1 -17,86 | 2.1 0,34
76 5,7 5,3 0,07 |52 0,09 |54 2,2 760,00 | 1,5 0,72
m 1.2 0,2 0,83 |05 058 |14 0,5 128,33 | 0.1 0,93
78 1.4 3 1,14 |29 1,07 |32 2,1 39,00 |18 0,44
79 2,7 2,4 011 |19 0,30 |31 0,5 131,67 | 04 0,87
80 9,2 38 |o059 |3 067 |93 3 1250 |22 0,76
81 2,3 1,6 0,30 0,6 0,74 3,5 0,9 23,14 |0.1 0,97
82 0.1 0 1,00 |02 -1,00 |01 0 820,00 | 0.5 -4,00
83 8,4 55 0,35 |46 0,45 |83 7,9 36,09 |89 -0,07
84 2,6 2 023 |27 0,04 |21 1,4 140,00 | 1.2 0,43
85 1,5 1,4 0,07 1,6 -0,07 |07 0,5 -85,00 | 0.7 0,00
86 7,3 8,8 0,21 |19 0,74 3,6 6,6 -30,71 | 7.1 -0,97
87 22 23 |.o05 |® 4,73 |56 4.9 290,00 8 |08
88 8,4 6,2 026 |63 025 |73 4 20,00 |14 0,81
89 0,2 0,4 100 |02 000 |05 0,2 296,67 | 03 0.40
90 2,3 45 -0,96 |34 0,48 |41 43 47,37 |24 0,41
91 3,3 2,2 0,33 1,3 0,61 1,7 1,3 -91,00 0.8 0,53
92 2,2 3,7 0,68 |26 -0,18 |65 6,2 27,88 | 6.4 0,02
93 6,3 29  |o54 |3 052 |27 7.9 186,00 | 7:2 -1,67
94 9,2 4.2 054 |9 0,02 |68 8,5 -32,41 | 2.6 0,62
95 Drop-out

96 6,7 ‘ 2,6 ‘ 0,61 ‘ 3,4 ‘ 0,49 ‘ 7,5 ‘ 7,2 | 24,62 ‘ 7,2 ‘ 0,04

* Medida de 0 a 10 (cm), segundo marcacao na escala analoga visual

** Reducgao percentual em relagao ao valor inicial
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APENDICE llI

Grau de dor observado antes e apés a aplicacao das formulagdes no 3° periodo
(30 e 35 minutos) e reducao percentual da dor em relagao ao valor inicial.

Grau de dor observado antes e apds a aplicacao das formulagées no 3° periodo
(30 e 35 minutos) e reducgéo percentual da dor em relagao ao valor inicial.

PLACEBO NANOANESTESICO
Voluntario | ANTES |30 | %~ |35 | %™ | ANTES | 30Min* | %~ |35 | %"
Min* Min* Min*

1 33 25 | 024 |22 |033 |35 3.6 005 |29 |07
2 46 16 |065 |09 [080 |12 11 031 |54 |-350
3 42 19 |05 |16 |062 |43 25 003 [1 [077
4 11 54 |-391 |13 |-018 7.1 4 027 |18 [075
5 29 05 [083 |02 [093 |29 0.1 041 [07 [076
6 8 76 005 |79 |00 |73 2.3 019 |1 |086
7 3 12 [060 |23 [023 |1 0.7 072 |2 |[-1,00
8 7.4 81 |-009 [49 |034 |52 44 007 |4 023
9 2.9 1 066 |06 |079 |32 15 034 |06 |08

10 0.9 i 011 |11 [-022 |11 1 065 |06 |045
11 25 29 |-016 |17 |032 |22 2.7 058 |15 |032
12 14 15 |-007 [26 |-086 |27 15 034 |21 [022
13 7.4 55 |026 |68 |008 |73 3.1 030 |69 |005
14 0.3 01 [067 |02 [033 [03 0.2 643 |03 | 0,00
15 1,1 07 [036 |07 [036 |12 0.4 083 |03 [075
16 19 24 |-026 |3 058 | 0.9 14 294 |11 [022
17 27 02 [093 |07 |074 |32 0.4 028 |03 |09

18 27 16 |041 |08 |070 |26 13 031 (09 |065
19 0.9 08 [011 |08 |011 [07 0.8 125 |07 |0,00
20 12 02 |083 |03 |075 |11 0.4 042 |04 |064
21 3.1 28 |010 |32 |-003[09 0.3 600 |04 [056
22 7.7 15 |081 |25 |068 |75 2.9 020 |78 |-004
23 15 24 | -060 |29 |-0932 11 031 |15 |025
24 0.9 0.9 [000 |1 011 [04 0.5 167 |05 |-025
25 17 02 |08 |05 [071 |02 0.2 017 |02 |0,00
26 32 2 038 [32 |000 |35 13 015 |27 |023
27 1 02 [080 |05 |050 |12 0.1 133 |05 |058
28 23 48 | -109 |51 |-1223 24 038 |15 |050
29 13 18 |-038 |06 |054 |18 0.8 055 |04 |078
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30 3,1 2,5 0,19 2,9 0,06 | 2,5 0,5 0,64 1 0,60
31 2,6 6,7 -1,58 | 3,1 -0,19 | 2,3 3,5 0,00 3 -0,30
32 2,3 1 0,57 0.4 0,83 | 3,3 1 0,70 0,5 |0,85
33 0,4 0,8 -1,00 | 0,8 -1,00 | 0,2 0,1 -2,22 0,2 0,00
34 1,5 0,7 0,53 0,7 0,53 | 1,6 0,7 0,61 0,4 | 0,75
35 1,5 1,1 0,27 0,8 0,47 |09 0.8 0,43 0,3 0,67
36 4,7 4,1 0,13 2,8 0,40 | 3,5 2,5 0,03 1,9 0,46
37 3,3 2,3 0,30 1,4 0,58 | 3,5 0,5 -0,07 0,7 | 0,80
38 4,4 1,9 0,57 2,7 0,39 | 29 1,2 0,36 1,9 0,34
39 5,2 5,4 -0,04 | 6,2 -0,19 | 5,2 55 0,08 6 -0,15
40 4,8 1,9 0,60 2,7 044 |19 41 0,17 5,1 -1,68
41 6,2 6 0,03 6 0,03 | 3,5 3,1 0,25 3 0,14
42 0,3 0,9 -2,00 | 0,9 -2,00 |1 0,2 0,44 0,1 0,90
43 4,1 1,4 0,66 0,4 0,90 | 4,2 3 -3,73 2,6 |0,38
44 4,8 3,6 0,25 2,6 0,46 | 5,1 2,3 -4,12 3,9 0,24
45 4,8 3,3 0,31 1 0,79 | 3,6 0,7 -0,33 0,1 0,97
46 5,6 2,2 0,61 1,7 0,70 | 5,5 3,7 -0,17 3 0,45
47 3,2 1,9 0,41 1,7 047 |6 2,9 0,17 3 0,50
48 4,5 4,3 0,04 3,7 0,18 | 4,9 1 0,19 1 0,80
49 4,8 4,6 0,04 4,4 0,08 | 4,5 4 0,43 4,6 -0,02
50 1,2 0,6 0,50 0,8 0,33 | 1,3 0,7 1,00 0,7 | 0,46
51 4,2 3,7 0,12 3,3 0,21 | 5.1 6 0,06 4,9 0,04
52 3,9 3,9 0,00 4,4 -0,13 | 4,8 4,3 -0,10 4,4 | 0,08
53 2,4 2,5 -0,04 |2 0,17 | 3,1 2,3 0,36 1,6 | 0,48
54 2,5 3,5 -0,40 | 4,5 -0,80 | 3,2 2,2 0,23 3,1 0,03
55 0,7 2 -1,86 | 2,4 -2,43 | 1,6 0,7 2,10 1,5 | 0,06
56 0,3 0,1 0,67 0,2 0,33 | 0,3 0,5 1,19 0,3 0,00
57 1,5 1,3 0,13 1 0,33 | 1,4 0,6 0,47 0,9 0,36
58 0,3 0,2 0,33 0,3 0,00 | 0,2 0,3 10,00 0,4 -1,00
59 2,3 2 0,13 1,6 0,30 |2 0,2 0,64 0 1,00
60 8,1 8 0,01 8 0,01 |83 2,8 0,23 25 |0,70
61 8,3 6,3 0,24 6,2 0,25 | 9,2 9,3 0,24 9,2 0,00
62 0,7 0,4 0,43 0,7 0,00 | 0,4 0,3 5,00 0,3 0,25
63 0,8 0,6 0,25 0,6 0,25 | 0,9 0,1 3,33 0,4 | 0,56
64 2,5 2,1 0,16 2,8 -0,12 | 21 1,1 0,32 0,9 0,57
65 8,3 5,3 0,36 4,7 043 |6 0,1 0,17 0,1 0,98
66 1,2 2,1 -0,75 | 1,2 0,00 | 0,7 0,6 1,67 0,7 | 0,00
67 3,1 1,9 0,39 2,6 0,16 | 2,3 1,6 0,57 2,6 -0,13
68 5.4 4,7 0,13 4,5 0,17 | 4,2 1,4 #DIV/O! | 1,3 0,69
69 4 8 -1,00 | 6 -0,50 | 7,4 1 0,17 3,1 0,58
70 1 1,5 -0,50 | 0,9 0,10 | 0,1 0,4 3,00 1,5 -
14,00
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7 6,6 6 0,09 |62 0,06 |7 5,3 0,19 5,6 | 0,20
72 6,6 7,3 -0,11 | 6,8 -0,03 | 3,1 3 0,60 35 |-0,13
73 0,8 1,6 -1,00 | 0,9 -0,13 | 1,6 0,6 0,42 1,6 | 0,00
74 0,6 4,4 6,33 | 2,5 -3,17 | 0,7 1,2 0,34 1 -0,43
75 3 7,2 -1,40 | 5,1 -0,70 | 2,3 4.2 0,22 2 0,13
76 5 4,9 0,02 |54 -0,08 | 5,6 3 0,22 2,8 | 0,50
77 0,8 0,2 0,75 |03 0,63 | 0,8 0,5 0,58 0,1 0,88
78 3 1 0,67 | 2,1 0,30 1,5 2,9 0,67 1,6 | -0,07
79 1,7 1,1 0,35 1,2 0,29 |16 0,3 0,99 0,4 |0,75
80 9,2 2,8 0,70 | 2,5 0,73 |93 3,3 0,12 2,8 |0,70
81 3,9 0,4 0,90 |02 0,95 |2 0,7 1,06 0,5 | 0,75
82 0,3 0,2 0,33 | 0,1 0,67 | 0,9 0,2 -10,00 | 0,1 0,89
83 8,1 5,8 0,28 |76 0,06 |83 7 0,16 6,3 | 0,24
84 2,4 1,8 025 |2 0,17 |25 1,9 -0,06 1,6 | 0,36
85 0,5 1,5 -2,00 | 1,5 -2,00 | 1,4 0,8 -0,67 0,6 | 0,57
86 4,3 7,1 -0,65 |3 0,30 | 6,6 7,6 -0,49 22 |0,67
87 4,4 4,7 -0,07 | 47 -0,07 | 2,8 1,7 17,27 1,9 |0,32
88 8,2 3,8 0,54 |32 0,61 |82 3,8 0,11 1,6 | 0,80
89 0,2 0,5 -1,50 | 0,3 -0,50 | 0,3 0,9 0,00 0,5 |-0,67
90 3,8 1,9 0,50 | 2,1 0,45 | 25 1,4 0,22 1,7 |0,32
91 1,4 2,4 -0,71 | 1,5 -0,07 | 2,7 1,8 0,55 21 0,22
92 2,8 6,1 -1,18 | 5,9 -1,11 | 5,3 2,2 0,12 2,4 | 0,55
93 2,9 2,4 0,17 | 4,1 -0,41 | 5,3 2,6 0,15 34 | 0,36
94 6,5 9,4 -0,45 | 8,7 -0,34 | 9,2 2,8 0,00 1,3 | 0,86
95 Drop-out

96 1,9 5,8 - 5,8 2,06 | 1,6 29 | 0,12 3,1 -0,94

2,05

* Medida de 0 a 10 (cm), segundo marcacao na escala analoga visual

** Redugao percentual em relagao ao valor inicial
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Nanorap is a new nanotechnological formulation for topical anesthesia composed of
lidocaine (2.5%) and prilocaine (2.5%). The pharmacokinetics of Nanorap was
evaluated after topical application of 2g to healthy volunteers. For this evaluation a new
simple, selective and sensitive method for the determination of lidocaine and prilocaine
in human plasma was developed. The method was based on high-performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) using
ropivacaine as internal standard. The drugs were extracted from plasma by liquid-liquid
extraction with ether/hexane (80/20, v/v). The chromatography separation was
performed on a Genesis C18 analytical column 4 um (100 x 2.1 mm i.d.) with a mobile
phase of methanol/acetonitrile/water (40/30/30, for lidocaine, and 50/30/20, for
prilocaine, v/v/v) + 2 mM of ammonium acetate. The method had a chromatography
run time of 5.5 min for lidocaine and 3.3 min for prilocaine and a linear calibration curve
over the range 0.05 - 10 ng/mL for both drugs. The lower limit of quantification (LLOQ)
was 0.05 ng/mL for both drugs. The precision and accuracy values of the assays were
within £10%. The stability tests indicate no significant degradation under conditions of
experiment. The drugs were quantified using a mass spectrometer with an electrospray
source in the ESI positive mode (ES+) configured for multiple reaction monitoring
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had a mean size of 88nm. The pharmacodynamics (PD) of Nanorap was evaluated
with the use of a visual analogue scale. The PD study showed that Nanorap has a
sufficient analgesic effect (>30% reduction in pain) after 10 minutes of application.
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ABSTRACT

Nanorap is a new nanotechnological formulation for topical anesthesia composed of
lidocaine (2.5%) and prilocaine (2.5%). The pharmacokinetics of Nanorap were
evaluated after topical application of 2g to healthy volunteers. For this evaluation a new
simple, selective and sensitive method for the determination of lidocaine and prilocaine
in human plasma was developed. The method was based on high-performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) using
ropivacaine as internal standard. The drugs were extracted from plasma by liquid-liquid
extraction with ether/hexane (80/20, v/v). The chromatography separation was
performed on a Genesis C;g analytical column 4 um (100 x 2.1 mm i.d.) with a mobile
phase of methanol/acetonitrile/water (40/30/30, for lidocaine, and 50/30/20, for
prilocaine, v/v/v) + 2 mM of ammonium acetate. The method had a chromatography run
time of 5.5 min for lidocaine and 3.3 min for prilocaine and a linear calibration curve
over the range 0.05 — 10 ng/mL for both drugs. The lower limit of quantification
(LLOQ) was 0.05 ng/mL for both drugs. The precision and accuracy values of the
assays were within £10%. The stability tests indicate no significant degradation under
conditions of experiment. The drugs were quantified using a mass spectrometer with an
electrospray source in the ESI positive mode (ES+) configured for multiple reaction
monitoring (MRM). Mean C,,.x for lidocaine was 6.62 ng/mL. Mean C,,,x for prilocaine
was 1.72 ng/mL. Median Tp,x was 6.5 hours for both drugs. Nanocapsule suspension
was evaluated and Nanorap was characterized by cryofracture, showing a mean drug
association of 92.5% and 89% for lidocaine and prilocaine, respectively. Nanocapsules
had a mean size of 88nm. The pharmacodynamics (PD) of Nanorap was evaluated with
the use of a visual analogue scale. The PD study showed that Nanorap has a sufficient

analgesic effect (>30% reduction in pain) after 10 minutes of application.

155


acunha
Texto digitado
155


Key words: HPLC-MS/MS; ropivacaine; plasma; local anesthetic.

156


acunha
Texto digitado
156


1. Introduction

The eutectic mixture of lidocaine and prilocaine was an advance for topical
anesthesia, since eutectic mixtures concentrations of up to 80% became possible [1]. In
order to obtain faster and more effective penetration of the active compounds
alternatives to conventional anesthetic creams are being developed, such as
iontophoresis, electroporation, electroincorporation, patches and nanotechnology [2-4].
Although iontophoresis, electroporation, and electroincorporation are well established
methods for improving in skin penetration of topical products, their application in every
day practice is limited by the need of additional equipment and complexity of the
application procedure. Additionally, studies evaluating topical anesthetic patches have
shown long time to maximum analgesic effect or increased number of side effects
compared to commonly used creams or placebo application [3, 5, 6].

Nanotechnology is one of the promising techniques that may aid in the
development of better topical anesthetic formulations. Nanocapsules are composed by a
polymeric container disposed around an oily nucleus. Formulations using this
technology may have the drug dissolved in the nucleus and/or adsorbed to the polymeric
wall [7, 8].

Nanorap is a hydrogel with 2.5% lidocaine and 2.5% prilocaine, with 50% of the
active products in nanocapsules. The remaining 50% of the drugs are in the form of
their chloridrate salts.

The present study describes the morphologic evaluation of Nanorap as well as its
pharmacokinetics (PK) and pharmacodynamics (PD) in healthy volunteers. It also
briefly describes new methodologies for quantification of both lidocaine and prilocaine
in human plasma by high-performance liquid chromatography coupled to tandem mass

spectrometry.
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2. Materials and Methods

2.1 Characterization of Nanorap
Chemicals and reagents for characterization of Nanorap were purchased from

Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA).

Nanocapsule suspension

The nanocapsule suspension was analyzed as previously described [9]. Briefly,
the suspension was left decanting over a copper grid lined with formvar 2.5% for 10
minutes. After decantation, grids were covered with a 5% uranyl acetate solution and
left for 10 minutes. Uranyl acetate was then removed with the aid of paper filter and
grids were left to dry for 48 hours in room air. The material was then observed on a
transmission electron microscope (TEM) LEO 906 (Zeiss, Oberkocher, Germany), at

different magnifications at 60 keV.

Nanorap

Nanorap was evaluated by cryofracture as previously described [10]. Briefly,
samples were frozen in Freon 22 and transferred to liquid nitrogen. Samples were then
inserted in the cryofracture system BAF060 (Leica Microsystems,Vienna, Austria) and
exposed to a temperature of -140°C. Replicas were produced with deposition of 6nm of
platinum at 45° inclination and stabilized with 20nm of carbon deposited at 90°.
Replicas were then submerged in 50% sulfuric acid solution for 4 hours for sample
removal and then washed in distillated water for 1 hour. The material was then observed

at different magnifications at 60 keV.
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2.2 Quantification of lidocaine/prilocaine

Chemicals and reagents

Lidocaine, prilocaine and ropivacaine were purchased from the United States
Pharmacopeia (Rockville, MD, USA). Acetonitrile and methanol (HPLC grade) were
purchased from J.T Baker, USA; ammonium acetate and hexane (analysis grade) from
J.T Baker, Mexico; ethyl ether (analysis grade) from Mallinckrodt, USA. Milli-Q water
was obtained from a Millipore system. Blank human plasma samples were prepared
from venous blood collected from healthy volunteers. Plasma was obtained by

centrifugation of this blood and samples were pooled and stored at -20 ° C until use.

Calibration standards and quality controls

Stock solutions of lidocaine, prilocaine and ropivacaine (internal standard) were
prepared in methanol/water (50/50, v/v). Calibration curves for lidocaine and prilocaine
were prepared by adding each compound to blank plasma to yield final concentrations
0f 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 and 10 ng/mL. The calibration curves were performed
in duplicate for each day’s assays. The quality control (QC) samples were prepared in

blank plasma at concentrations of 0.05, 0.15, 0.8 and 8.0 ng/mL.

Sample preparation

Plasma aliquots of 0.2 mL (for lidocaine) or 0.1 mL (for prilocaine) of each
plasma sample were added to different glass tubes for the extraction procedure of
lidocaine and prilocaine, followed by 0.05 mL of internal standard (ropivacaine 10

ng/mL) to each tube. The tubes were vortexed for 5 seconds. The samples were
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vortexed for 5 seconds again. Four mL of ether/hexane (80/20, v/v), were added and the
samples were vortexed for 40 seconds. The samples were frozen and the organic phase
transferred to another tube in which the organic solvents were evaporated under N, flow
at 45 °C. Finally, the dry residues were dissolved in 0.15 mL of
methanol/acetonitrile/water (40/30/30, v/v/v) + ammonium acetate (2 mM) for lidocaine
quantification and 0.3 mL of methanol/acetonitrile/water (50/30/20, v/v/v) + ammonium
acetate (2 mM) for prilocaine quantification. Samples were then vortexed for 10

seconds and transferred to microvials for analysis.

Liquid chromatography

Aliquots of extracted plasma (0.15 mL for lidocaine and 0.10 mL for prilocaine)
were injected into a Genesis® C18 analytical column 4 um (100 x 2.1 mm i.d.) coupled
to a Phenomenex®, Security Guard Cartridges C;g, 4 x 3 mm i.d. The temperature of the
column was kept at environmental conditions. The mobile phase used was
methanol/acetonitrile/water (40/30/30, v/v/v) + 2 mM of ammonium acetate at a flow
rate of 0.220 mL/min for lidocaine. For prilocaine, the mobile phase used was
methanol/acetonitrile/water (50/30/20, v/v/v) + 2 mM of ammonium acetate with a flow

rate of 0.3 mL/min. The temperature of the auto-sampler was maintained at 8 °C.

Mass spectrometry

The mass spectrometer used for lidocaine quantification was a Micromass
Quattro Micro API, Waters Corporation, Milford, MA, USA equipped with an
electrospray source in the ESI positive mode (ES+) and configured for multiple
reactions monitoring (MRM) to monitor the transitions 235.3 > 86.1 for lidocaine and

275.0 > 126.0 for ropivacaine. The optimized values of cone, and collision energy (CE)
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were respectively 23 (V) and 12 (eV) for lidocaine and 18 (V) and 18 (eV) for
ropivacaine. Data acquisition and analysis were performed using the software Masslynx
(4.0, Waters Corporation, Milford, MA, USA).

For quantification of prilocaine a Micromass model API 4000, Sciex/Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA equipped with an electrospray source in the ESI
positive mode (ES+) and configured for multiple reaction monitoring (MRM) to
monitor the transitions 221.0 > 86.0 for prilocaine and 275.0 > 126.0 for ropivacaine.
The optimized values of declustering potential (DP), collision energy (CE) and collision
cell exit potential (CXP) were respectively 51 (V), 19 (eV) and 14 (V) for both
prilocaine and ropivacaine. Data acquisition and analysis were performed using the

software Analyst (1.4.1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Method Validation
The method validation was carried out according to the United States Food and
Drug Administration (FDA) bioanalytical method validation guidance [11] and the

Brazilian National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA) [12].

Selectivity
To evaluate the specificity of the methods proposed, eight different blank
plasma lots were investigated by comparing the chromatograms. Each blank plasma

sample was prepared by using the extraction procedures described above.

Linearity

Calibration curves were prepared by assaying standard plasma samples at eight

concentrations of lidocaine (0.05-10 ng/mL) and prilocaine (0.05-10 ng/mL). The
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linearity of each calibration curve was determined by plotting the peak area ratio (y) of
lidocaine / ropivacaine or prilocaine /ropivacaine standard vs. nominal concentration of
analyte. The calibration curves were constructed by weighted (1/X) least squares linear

regression.

Accuracy and Precision

The precision and accuracy of each assay was determined at three concentration
levels of QC plasma samples (0.15, 0.8 and 8 ng/mL) by running three validation
batches on three different days. Inter and intra-day precisions were determined as the
relative standard deviation, RSD(%) = 100(SD/M), and the accuracy as the percentage
relative error, RE(%) = (E-T)(100/T), where M is the mean, SD is the standard
deviation of M, E is the experimentally determined concentration and T is the

theoretical concentration.

Extraction recovery and matrix effect

The recovery for each extraction method described above was calculated at each
standard concentration (0.15, 0.8 and 8 ng/mL) as the ratio between the peak area for
extracted blank plasma with lidocaine or prilocaine added before extraction and the
peak area of the equivalent blank plasma samples with lidocaine or prilocaine added
after the extraction. The matrix effect experiments were performed using the ratio
between mobile phase solutions with added lidocaine/prilocaine and non-extracted

samples, with lidocaine/prilocaine added to plasma residues.
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Stability

Plasma QC samples at three levels (0.15, 0.8 and 8 ng/mL) were pre-analyzed to
determine the nominal concentrations. Then, aliquots of these plasma samples were
subjected to short-term storage at room temperature, three freeze-thaw cycles (-20°C to
25°C), storage in the auto-sampler (8°C) and long term incubation (174 days at — 20
°C). Stability was assessed by measuring lidocaine and prilocaine nominal

concentrations in the aliquots after the respective procedures.

2.3 Pharmacokinetics study

Eight healthy adult volunteers (4 males, 4 females) participated in this study.
Their median age was 24.5 years (range 18 — 34 years); mean body weight was 67.7 kg
(47.2 — 85.5 kg), mean body height was 1.69 m (1.55 — 1.85 m) and mean body mass
index of 22.47 kg/m? (19.65 — 28.01 kg/m?).

The volunteers did not have any significant cardiac, hepatic, renal, pulmonary,
neurological, gastrointestinal or hematological diseases, as determined by their medical
history, physical examination, and routine laboratory tests (hematology, blood
biochemistry, and urine analysis). All subjects had negative for hepatitis B and C,
except for serologic scar, and were instructed to abstain from taking any drug including
over the counter (OTC) for 2 weeks prior to and during the study period. They were
informed about the aim and risks of the study by the clinical investigator, based on
which they signed a written informed consent statement before entering the study. The
study was performed according to the revised Declaration of Helsinki for bio-medical
research involving human subjects and the rules of Good Clinical Practices. Before the

start of the study the protocol was approved by the Committee of Research Ethics of the
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Sate University of Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil (approval number
83.953).

The study was designed as a single-dose single-treatment with topical
administration study. In the morning after an overnight fasting (10 h) volunteers
received a 2g topical application of a 2.5% lidocaine (50mg) plus 2.5% prilocaine
(50mg) hydrogel (Nanorap) over a 2 x 2 cm” area on the forearm. The remaining
product was removed 1 h after application. Water intake was allowed after 2 h of dose;
water, lunch and dinner were given to all volunteers according to a time schedule. The
volunteers were continuously monitored throughout the confinement period of study.
They were not permitted to lie down or sleep for the first 5 h after the dose.
Approximately 7 ml of blood samples for assay were drawn into heparinized tubes
through indwelling cannula before (0:00 h) and at 0:10, 0:20, 0:30, 0:40, 0:50, 1:00,
1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 2:00, 2:20, 2:40, 3:00, 3:30, 4:00, 5:00, 6:00, 7:00, 8:00,
10:00, 12:00, 15:00, 24:00 after dosing. Blood samples were centrifuged at 2000 g for

10 minutes, plasma was separated and kept frozen at -20°C until assayed.

2.4 Pharmacodynamics study

Ninety-six healthy volunteers (28 men) enrolled in this study. Their median age
was 24.5 (range 18 — 51); mean body weight was 67.6 kg (49.0 — 97.0 kg), mean body
height was 1.66 m (1.48 — 1.93 m) and mean body mass index of 24.53 kg/m? (19.13 —
28.79 kg/m?).

Similarly to the PK study, volunteers underwent clinical and laboratorial
examination before enrolment. The study protocol was approved by the Committee of
Research Ethics of the Sate University of Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil

(approval number 258.635).
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The study had a double-blind, two-treatments (placebo cream and Nanorap),
three-period design. Treatments were performed on 3 different days, with a minimum
interval of 2 days between treatments. On treatment days, before application of the
products, volunteers were tested for skin sensibility. In this evaluation, volunteers
underwent a simultaneous venous puncture on each forearm and quantified the pain
generated by the procedures with the aid of a visual analogous scale (VAS), a 10 cm
ruler with no numbers or gradation marks [13]. Treatments were performed by topical
administration of 4g of Nanorap (100 mg of lidocaine and 100 mg of prilocaine) on a
fixed area (4x4 cm?®) on the forearm. Concomitantly with treatments on one forearm,
volunteers received 4g of the placebo cream on an equivalent area on the contralateral
arm. The forearm that would receive Nanorap was randomized (right or left). On the
first day of treatment, ten minutes after application 50% of the area covered with the
products was cleaned and volunteers were reevaluated (simultancous venous puncture
and VAS). Five minutes later (15 minutes of product application) the remaining
products were removed and the pain induced by the procedure was assessed again. On
the second day of treatment the times of evaluations were 20 and 25 minutes, and on the
third day of treatment times were 30 and 35 minutes. On the 3 days, an
electrocardiogram (ECG) was performed before and 8 hours after application of the
products to assess cardiac safety. The reduction in pain scores with each application
time were calculated by subtracting the values marked on the VAS prior to application
from the values in the 2 post product application scores of each day of treatment.
Together, these evaluations allowed the characterization of the PD of Nanorap
(percentage of analgesia and time of onset of analgesia). Statistical analysis was

performed as similar previous studies [14, 15]. A p<0.05 was considered significant.

12
165


acunha
Texto digitado
165


3. Results

3.1 Characterization of Nanorap

The analyzed samples showed nanocapsules with a mean size of 88nm (range 50
— 120nm). An image of Nanorap cryofracture is displayed in Figure 1. A mean drug
association of 92.5% (92 - 94%) and 89% (86.6 - 90%) was observed for lidocaine and

prilocaine, respectively.

3.2 HPLC-MS/MS analysis

The spectrum for compounds showed base peak ions ([M+H] ") at mass-to-
charge ratio (m/z) of 235.3 for lidocaine, 221.0 for prilocaine and 275.0 for ropivacaine.
The product ion scan showed that the most abundant product ions for lidocaine and
prolocaine were m/z 86.0, and 126.0 for ropivacaine. The total run time was 5.5 min for
lidocaine and 3.3 min for prilocaine.

The retention times for lidocaine and ropivacaine were 3.40 £ 0.3 min and 3.5 +
0.3 min, respectively (Figure 2). For prilocaine and ropivacaine the retention times were
1.53+ 0.3 min and 1.72+ 0.3 min, respectively (Figure 3). No endogenous peaks were
observed in this area of the chromatogram of blank plasma. Thus, for all eight different
blank plasma samples, the retention time regions were free from endogenous interfering
peaks.

The calibration curves were linear for concentrations of 0.05-10 ng/mL for both
lidocaine and prilocaine and the representative regression equation for the calibration
curves was y= 0.112754x + 0.00337169 (r = 0.9942) and y = 0.455 x + 0.000464 (r =

0.9981), respectively.

13
166


acunha
Texto digitado
166


The extraction recoveries of lidocaine from human plasma was 67.0 + 4.4%,
81.2 + 1.2% and 84.6 £1.6 % (n=5 for each concentration) at concentrations of 0.15, 0.8
and 8.0 ng/mL, respectively. For ropivacaine at 10 ng/mL the recovery was 99.6% =+
0.5.

For prilocaine, the extraction recoveries from human plasma were 76.6 +1.8%,
62.7 +£5.9% and 71.2 = 2.0% (n=5 for each concentration) at concentrations of 0.15, 0.8
and 8.0 ng/mL, respectively. For ropivacaine at 10 ng/mL the recovery was 92.1 +
3.3%.

The results of the stability studies did not reveal any significant degradation

under the conditions of the experiment.

3.3 Pharmacokinetics

A total of 416 blood samples were collected from the 8 volunteers for the
pharmacokinetic evaluation. The formulation was well tolerated by all participants.
Biochemical parameters were unchanged after the study in all subjects, except in
volunteer 7 (female), which presented low plasma hemoglobin (11.5 g/dL) 8 days after
treatment. This adverse event was classified as possibly related to the study procedure
(blood sampling) or to individual circumstances (menstrual period close to the study).

The mean maximum plasma concentration (Cp,,x) for lidocaine was 6.62 ng/mL
(range 1.17 — 36.5 ng/mL) which was achieved after 6.5 hours (median Ty,.x) (range 3.0
— 15.0 hours) of product administration. Mean Cy,ax for prilocaine was 1.72 ng/mL (0.32
—9.23 ng/mL) and median Tp,,x was 6.5 hours (0.83 — 15 hours). Plasma lidocaine and

prilocaine time x concentration curve is shown in Figure 4.
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3.4 Pharmacodynamics

Of the 96 volunteers that enrolled in this study, 95 completed all 3 periods of
tests. Volunteer 95 dropped-out after conclusion of the first period for personal reasons.
Table 1 illustrates the results of VAS scores of volunteers 1 to 7 in the first period (10
and 15 minutes of product application). Table 2 summarizes the mean reduction of pain
and their percentage after application of Nanorap and placebo, compared to basal
values. Mean QTec did not significantly change after application of 4g of Nanorap (mean
QTc before and 8 hours after application was 410ms). One volunteer had

hypertriglyceridemia (334 mg/dL), which was not considered related to therapy.

4. Discussion

This is the first study evaluating a topical anesthetic formulation using
nanotechnology. As with most topical products, skin absorption of the active
components of the cream was expected to be relatively low compared to other forms of
administration. Previous methods for quantification of plasma lidocaine and prilocaine
had relatively high LLOQ. Thus, a new methodology with very low limit of
quantification was developed for the evaluation of Nanorap pharmacokinetics.

Lidocaine has been determined in human plasma (LLOQ 0.2 ng/mL, RT 3.35-
min, run-time 5 min, liquid extraction) [20-22] and in dog, horse and mouse plasma
(LLOQ 2.5 ng/mL, RT 5.88 min, run-time 5 min, liquid extraction) [23, 24] by high-
performance liquid chromatography combined with electrospray ionization tandem
mass spectrometry. Prilocaine has been determined in human serum (LLOQ 1 ng/mL,
liquid extraction) [25] and mouse plasma (LLOQ 20 ng/mL, lliquid extraction) [24] by
high-performance liquid chromatography combined with electrospray ionization tandem

mass spectrometry. Due to their relatively high LLOQ, studies evaluating topical
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application of these anesthetics in humans needed to use high doses (up to 500mg of
each) of creams so that a detectable plasma level could be found [17]. Our method has
good sensitivity (LLOQ of 0.05 ng/mL) for both lidocaine and prilocaine, and can be
carried out in a short time (run time 1.53 and 3.4 min prilocaine and lidocaine,
respectively), permitting a high throughput. Furthermore, this method involves a very
simple liquid-liquid extraction.

Our pharmacokinetic study showed that 2 g of Nanorap applied for 1 hour to the
skin of the forearm of healthy volunteers generates Cp.x considered safe for both
lidocaine and prilocaine. Another study evaluating EMLA" 5% found maximum plasma
concentrations (18 ng/mL) of lidocaine 5 hours after application of 4 to 6g of the
product to a 25 cm” area on the forearm [16]. Another study with EMLA® 5% found
maximum plasma concentration of prilocaine (24.7 ng/mL) and lidocaine (74.5 ng/mL)
around 3 hours after application of 20g of the product to a 300 cm” area on the lateral
side of the thigh of healthy volunteers [17]. In the latter work, however, blood samples
were collected only up to 4 hours after EMLA® application. As we displayed in Figure
4, for the first 5 to 6 hours there is a slow increase in plasma concentration of these local
anesthetics. There is the possibility that the latter study did not find the Ty for
lidocaine and prilocaine because of its methodological design.

The plasma levels of both drugs after topical application of 2g of Nanorap (50
mg lidocaine and 50 mg prilocaine) to forearm skin were found to be inside a safe range
(<5 pg/mL).

Our PD study showed that Nanorap has a sufficient analgesic effect (>30%
reduction in pain) after 10 minutes of application. This is the fastest time of analgesic

effect onset reported by studies evaluating topical anesthetics in normal skin [4, 18, 19].
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The ECGs performed 8 hours after Nanorap application (4g) did not show any clinically

significant changes from ECGs performed before Nanorap.

5. Conclusion
The method described in the manuscript is simple and has a very low limit of
quantification for both lidocaine and prilocaine in human plasma, making it useful in

studies evaluating skin absorption of topical anesthetics containing these drugs.
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Legends

Figure 1: Cryofracture of Nanorap.

Figure 2: MRM chromatograms of double blank normal pooled human plasma and

lower limit of quantification (LLOQ - 0.05 ng/mL) for lidocaine.

Figure 3: MRM chromatograms of double blank normal pooled human plasma and

lower limit of quantification (LLOQ - 0.05 ng/mL) for prilocaine.

Figure 4: Time concentration curves for lidocaine and prilocaine in healthy volunteers.

Table 1: VAS scores and percentage reduction (analgesic effect) of placebo and
Nanorap for volunteers 1 to 7 in the first period (10 and 15 minutes). " Measure from 0
to 10 (cm), according to the measurement in the visual analogous scale. ** Percentage

reduction compared to the value found in VAS before products application.

Table 2: Mean reduction, p value after paired t-test comparing Nanorap reduction to
placebo reduction, and percentage of reduction (analgesic effect) of placebo and

Nanorap for times 10, 15, 20, 25, 30 and 35 minutes.
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Table 1

Forearm with placebo

Forearm with Nanorap

Volunteer
number Before 10 min 15 min D Before 10 min 15 min
@  emr T e T em emr T em T
1 3.7 1.9 0.49 2.3 0.38 2.2 2.8 -0.27 2.7 -0.23
2 2.3 4.9 -1.13 36 -0.57 3.7 0.8 0.78 1.2 0.68
3 2 3.4 -0.70 1.8 0.10 2.2 0.5 0.77 0.4 0.82
4 7.8 0.2 0.97 0.3 0.96 7.7 0.7 0.91 0.6 0.92
5 4.4 7.6 -0.73 7.3 -0.66 43 3 0.30 2.7 0.37
6 5.8 6.3 -0.09 6.3 -0.09 6 3.5 0.42 1.3 0.78
7 1.7 1.6 0.06 2.5 -0.47 1.6 1 0.38 0.6 0.63
Table 2
. . . . . Mean percentage Mean percentage
Time Reduction with Reduction with p' . g p. . g
. p value reduction with reduction with
(min) placebo (¢cm) Nanorap (cm)
placebo Nanorap
10 0.57 1.20 0.029 0.20 0.47
15 0.64 1.71 <0.001 0.21 0.76
20 0.41 0.88 0.084 0.14 0.34
25 0.60 1.27 0.020 0.22 0.58
30 0.37 1.26 <0.001 0.13 0.65
35 0.60 1.26 0.007 0.23 0.65
Total 0.54 1.26 <0.001 0.16 0.36
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Figure 1
Click here to download high resolution image
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Figure 2
Click here to download high resolution image

Lidocaine (Double Blank) 235.3 > 86.0

Ropivacaine (IS) (Double Blank) 275.0 > 126.0

LLOQ - Lidocaine 235.3 > 86.0

1332

Ropivacaine (15) 275.0 > 126.0
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Figure 3
Click here to download high resolution image

Prilocaine (Double Blank) 221.0 > 86.0

Ropivacaine (I5) (Double Blank) 275.0 > 126.0

LLOQ - Prilocaine 221.0 > 86.0

LLOQ - Ropivacaine 221.0 > 86.0
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Figure 4

Click here to download high resolution image
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