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RESUMO

Os anestésicos topicos disponiveis para uso em mucosa oral ainda possuem uma
eficacia questionavel, considerando a dor a punc¢ao e injecao da solucédo anestésica.
O uso de sistemas de liberacao sustentada pode aumentar a eficacia de anestésicos
locais. Estudos de permeacédo de farmacos através de barreiras bioldgicas como
pele e mucosa vem crescendo nos Ultimos anos, especialmente quando envolve
novas moléculas bioativas e/ou sistemas de liberacdo. O objetivo deste estudo foi
comparar a permeacao de formulagdes de anestésicos topicos a base de lidocaina
através de mucosa palatina de suinos. As formulacbes avaliadas foram as
formulagdes comerciais: pomada de lidocaina 5% (Xylocaina®) e mistura eutética de
lidocaina e prilocaina 5% (EMLA®), ambas da AstraZeneca, Brasil; e os géis de
lidocaina a 2,5 e 5% encapsulada em lipossomas. Os lipossomas foram preparados
através da hidratacdo (tampédo HEPES, pH 7,4) do filme lipidico composto pela
mistura de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol, na proporcdo molar de
4:3:0,07 e extrudados para o tamanho final de 400 nm. A permeacao da lidocaina
através da mucosa foi avaliada in vitro em células de difusé@o vertical do tipo Franz
em condicdo ndo oclusiva e com dose infinita de aplicacdo (1,66 g/cm?) durante 5
horas. Em intervalos pré-estabelecidos, aliquotas (300 pL) da solugdo receptora
foram coletadas e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para a
quantificacdo da lidocaina. Os parametros de permeacao avaliados foram fluxo,
coeficiente de permeabilidade e time lag. Os parametros de permeacado foram
submetidos a analise de variancia e comparados pelos testes de Kruskal Wallis,
considerando nivel de significancia de 5%. O gel de lidocaina 5% lipossomal
apresentou maior fluxo quando comparado a todas as demais formulacdes
(P<0,001). A Xylocaina® apresentou o menor de coeficiente de permeabilidade e o
maior time lag comparado as demais formulacdes (P<0,001). O gel de Lidocaina 5%
lipossomal e o creme comercial EMLA® apresentaram os melhores desempenhos
nos parametros de permeacao avaliados através de mucosa palatina de suinos,
sugerindo melhor penetragdo do anestésico local em mucosa queratinizada, e

consequentemente, melhor eficacia in vivo.

Palavras chave: Lidocaina; Anestesia; Mucosa bucal.
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ABSTRACT

The topical anesthetics available for oral mucosa use are still questionable
concerning efficacy in promoting a painless needle insertion and injection. The use of
control release systems can improve local anesthetic efficacy. Permeation studies
enrolling drug transport across biological barriers like skin and mucosa have risen in
recent years, especially when news drugs and/or drug delivery systems are involved.
The objective of the present study was to evaluate permeation of lidocaine from
different formulations across pig palatal mucosa. The commercially tested
formulations were 5% lidocaine ointment (Xylocal'na®) and the eutectic mixture of
lidocaine/prilocaine 5% (EMLA®), both from AstraZeneca, Brazil; and liposome-
encapsulated 2.5 and 5% lidocaine. Liposomes were prepared by dry lipid film
hydratation (HEPES, pH 7.4) of egg phosphatidilcholine, cholesterol and a-tocoferol
(molar rate: 7:3:0.7) and extruded to a final size of 400 nm. Permeation of lidocaine
across mucosa was evaluated in vitro in Franz type diffusion cells in non-occlusive
and infinite dose conditions (1.66 g/cm?) during 5 hours. Samples were periodically
withdrawn (300 pL) from the receptor phase and analyzed by high performance liquid
chromatography. Permeation parameters evaluated were: flux, permeability
coefficient and time lag. The permeation parameters were submitted to analyze of
variance and Kruskal Wallis post hoc test, considering 5% level of significance.
Liposome-encapsulated 5% lidocaine showed the highest flux when compared to the
other formulations (P<0.001). Xylocaina® demonstrated the lowest permeability
coefficient and the highest time lag when compared to the other formulations
(P<0.001). Liposome-encapsulated 5% lidocaine gel and EMLA® presented the best
performances considering permeation parameters across pig palatal mucosa,
suggesting a better penetration of the local anesthetic in queratinized mucosa, and
therefore, the best in vivo efficacy.

Key words: Lidocaine; Anesthesia; Mouth mucosa.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade gerada pelo medo de sentir dor ainda é uma barreira para o
atendimento odontologico (Nuttall et al., 2001). A anestesia local elimina a dor
durante a realizagdo de procedimentos odontolégicos; no entanto, promove
desconforto aos pacientes durante a puncdo da agulha e injecdo da solucéo
anestésica pela auséncia de um anestésico tépico eficaz, sendo um dos maiores
poderosos agentes indutores de estresse e ansiedade (Meechan, 2002). Aléem disso,
em casos mais graves de medo e ansiedade, muitos pacientes evitam a consulta
odontolégica, reduzindo a qualidade da saude oral, o que pode levar a problemas
dentais severos (Armfield & Milgrom, 2011). O desenvolvimento de uma formulagao
topica eficaz em mucosa oral seria um beneficio a Odontologia.

Pouco avango tem sido relatado na area de anestesiologia em Odontologia,
em especial no desenvolvimento de formulacdes topicas eficazes. As formulacdes
disponiveis comercialmente, a benzocaina a 20% e a lidocaina a 5%, apresentam
resultados divergentes na literatura e ndo sédo eficazes em muitas situacdes na

clinica odontolégica.

Nos ultimos anos tem crescido o interesse por formas de liberacdao de
medicamentos que permitam o aumento da duragdo do efeito e diminuicdo da
toxicidade. Dentre estas, a encapsulacdo em lipossomas tem sido bastante
estudada. Alguns trabalhos clinicos conduzidos com voluntarios sadios
demonstraram que a encapsulacdo de anestésicos locais como a ropivacaina,
benzocaina e a lidocaina em lipossomas aumentaram a eficacia e duragdo da
anestesia tépica odontologica (Franz-Montan et al., 2007b; Baroni, 2009; Franz-
Montan et al.,, 2010b). Entretanto, a ropivacaina encapsulada em lipossomas
aplicada topicamente nao foi eficaz em reduzir dor da injecdo da solucao anestésica
em mucosa palatina (Franz-Montan et al., 2012), regido conhecida por maior
dificuldade em se obter anestesia superficial adequada por conter uma espessa
camada queratinizada, que dificulta a penetragdo dos anestésicos locais,
especialmente a regido anterior (Meechan, 2002; Meechan et al., 2005).

Estudos de permeacdo de farmacos através de barreiras bioldgicas como
pele e mucosa vem crescendo nos ultimos anos, especialmente quando envolve

novas moléculas bioativas e/ou sistemas de liberagdo. Durante a fase pré-clinica de
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avaliacao da eficacia de um medicamento de uso topico, o estudo da permeacgéo é
de extrema importancia, pois permite uma previsdo do comportamento desta
formulagéo frente a barreira utilizada, e consequentemente, pode ajudar a melhorar
a farmacocinética e biodisponibilidade deste produto, bem como desenvolver
estratégias para alterar esta barreira e aumentar a eficacia de produtos (Caon &
Simdes, 2011).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.0rigens e caracteristicas do medo em Odontologia

Medo e ansiedade a consulta odontologica podem ser considerados como
barreiras aos pacientes para a procura e realizagdo de um tratamento odontolégico
apropriado (Smith & Heaton, 2003).

Muitos aspectos que envolvem a ida ao dentista podem causar sentimentos
de medo, apreensdo e ansiedade aos pacientes (Oosterink et al., 2008), sendo o
medo de receber injecdo um dos mais comuns e composto de varios aspectos,
dentre eles os mais importantes sdo 0 medo de sentir dor durante a injecao e de ser
machucado com a agulha (Armfield & Milgrom, 2011).

Além de grande barreira ao atendimento odontolégico, a ansiedade e medo
dos pacientes principalmente a inje¢cdo do anestésico local, quando nao controlada,
podem precipitar episddios psicogénicos como sincope, hiperventilagdo e reacao a
epinefrina (Malamed, 2009).

Em um estudo recente que avaliou fatores que poderiam interferir a
intensidade de dor associada com procedimentos de rotina no consultério
odontolégico, revelou que a ansiedade dental, o uso de anestésicos locais e a
realizacdo de alguns procedimentos como extracdo sao fatores predisponentes para
a sensacao de dor no trans-operatério, sendo a ansiedade dental o fator que mais
esta relacionado a dor durante o atendimento odontologico (Tickle et al., 2012).

2.2.Farmacologia dos anestésicos locais

Os canais de sodio sdo responsaveis pelo inicio e propagagéao de potenciais
de acao em células neuronais. O principal componente estrutural e essencial para o
funcionamento desses canais a subunidade a, que forma o poro seletivo aos
cations de sodio (Na*). A regulagem da funcdo do canal é voltagem-dependente;
assim, no estado de hiperpolarizagdo da célula, a maioria dos canais esta fechada,
no estado inativado e ndo permite passagem dos ions, apés uma despolariza¢do da
membrana, rapidamente sdo convertidos ao estado ativado, promovendo a abertura
do canal, e consequentemente, permitindo o influxo dos ions Na* (Ragsdale et al.,
1996).

O principal mecanismo de acdo dos anestésicos locais reside na inibicao

reversivel da conducdo de ions Na’ nos canais de Na® voltagem-dependentes
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bloqueando a condug¢éo do impulso nervoso nos neurénios, promovendo o bloqueio
sensorial e motor promovendo anestesia local (Ragsdale et al., 1996; Haas, 2002;
Malamed, 2004; Kuthiala & Chaudhary, 2011). Desta forma, estimulos dolorosos
promovidos no elemento dental, periodonto e tecidos orais, ndo podem ser
transmitidos ao sistema nervoso central (Haas, 2002).

Todos os anestésicos locais possuem uma estrutura quimica com trés
porcbes em comum: porcao lipofilica, cadeia intermediaria de hidrocarboneto e
porcdo hidrofilica. A cadeia intermediaria de hidrocarboneto contém uma ligacao
éster ou amida, classificando o anestésico local como tipo éster ou amida (Malamed,
2004). A estrutura quimica determina suas propriedades, uma delas é o tipo de
biotransformagcdo que ira sofrer; anestésicos locais do tipo éster sdo rapidamente
hidrolisados no plasma, enquanto do tipo amida, sdo metabolizados no figado
principalmente.

2.3.Lidocaina

A lidocaina foi introduzida comercialmente em 1948 e gracas a sua boa
eficacia, reduzida alergenicidade, baixo custo e boa segurancga clinica esta entre os
anestésicos locais do grupo amida mais utilizados e é considerado como padréao
ouro de comparacao (Moore & Hersh, 2010; Shipton, 2012).

Além do uso como anestésico injetavel, o cloridrato de lidocaina esta
disponivel em formulacées de uso tépico em concentracdes de 2, 4, 5 e 10% em
forma de pomadas, geleia, creme e sprays para uso em mucosas visando diminuir a
dor a pungdo em odontologia, reduzir o desconforto em procedimentos de
proctoscopia, sigmoidoscopia, cistoscopia, intubacdo endotraqueal e endoscopia
digestiva (Bula Xylocaina® AstraZeneca geléia 100 mg/5 g; Bula Xylocaina®
AstraZeneca pomada 50 mg/g; Bula Xylocaina® AstraZeneca solugdo oral 100

mg/mL).

Em odontologia, a anestesia tépica induzida pelo gel de lidocaina a 5% nao
foi eficaz em reduzir a dor a inje¢cédo da solugdo anestésica em mucosa palatina
(Bhalla et al., 2009) e em injecao intraligamentar (Meechan & Thomason, 1999).

Desde 1985 o EMLA®, (euthetic mixture of local anesthetics; creme de uso
dermatoldgico comercializado pela AstraZeneca Brasil e composto de uma mistura

eutética de lidocaina e prilocaina ambas a 2,5%) vem sendo testado para uso topico
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em odontologia e sua eficacia clinica foi comprovada em diversos estudos
(Svensson et al., 1992; Donaldson & Meechan, 1995; Vickers et al., 1997; McMillan
et al., 2000; Al-Melh & Andersson, 2007).

Apesar de ter sido utilizada na cavidade oral, esta formulagdo ndo é indicada
para uso odontolégico, além disso, recentemente foi demonstrado que esse
anestésico tdpico também néo foi eficaz em reduzir o desconforto durante a injecéao
da solucao anestésica em mucosa palatina (Franz-Montan et al., 2012). Deste modo,
ainda nao existe na odontologia um anestésico topico ideal com eficacia garantida
na maioria dos casos, em baixas concentracées e com baixo tempo de laténcia
(Meechan, 2002; Franz-Montan et al., 2012).

2.4.Lipossomas e anestésicos locais
Os principais objetivos na area de sistemas de liberagdo sustentada (drug
delivery systems) sdo a melhora na biodisponibilidade, redugdo da toxicidade e
consequentemente, o aumento do indice terapéutico de farmacos. Em especial,
diversos anestésicos locais tem sido encapsulados, associados ou complexados a
varios sistemas de liberacao sustentada, baseados em ciclodextrinas, lipossomas e
biopolimeros (micro ou nanoparticulas poliméricas), em busca da melhora na

eficacia e diminuicédo da toxicidade (de Paula et al., 2010).

Os lipossomas consistem de esferas microscopicas formadas por uma ou
mais bicamadas lipidicas concéntricas, circundadas por solvente aquoso. A simples
agitacdo mecanica de fosfolipidios em meio aquoso € suficiente para formar
lipossomas de tamanho e numero de bicamadas variaveis, sendo necessarios
métodos fisicos como extrusdo e sonicacdo para diminuir e homogeneizar o
tamanho das vesiculas (Amselem et al.,, 1993). A encapsulacao de farmacos €
orientada pela hidro ou lipofilicidade dos mesmos, farmacos lipofilicos sao
encapsulados no interior da bicamada, ja os hidrofilicos, no centro aquoso da

vesicula. A |Figura 1|ilustra um lipossoma formado por uma bicamada lipidica, com

0s possiveis locais de encapsulagcéao de farmacos.



Saes—» Farmacos lipofilicos

Farmacos hidrofilicos

Figura 1. Lipossoma unilamelar contendo farmacos lipofilicos no interior da
bicamada e hidrofilicos no centro aquoso da vesicula.

O uso dos lipossomas como carreadores para a libera o sustentada (“drug-
delivery”) amplo (Torchilin, 2005; Cereda et al., 2006; Torchilin, 2006;
Schwendener, 2007; Elbayoumi & Torchilin, 2010) principalmente por sua
biocompatibilidade, j& que lipossomas convencionais sao constituidos basicamente
por componentes naturais das biomembranas como fosfolipidios e colesterol
(Kaszas et al., 2008).

Para os anestésicos locais, a encapsulacdo oferece como vantagens a
liberacao lenta, prolongando a duracédo da anestesia e a reducao da toxicidade para
os sistemas cardiovascular e nervoso central (Boogaerts et al., 1993; Mowat et al.,
1996; Bucalo et al., 1998).

Para anestesia topica em pele humana, ha relatos de encapsulacdo de
tetracaina e lidocaina em lipossomas que demonstram maior seguranca, eficacia e
duracao da anestesia se comparados a formula¢cdes ndo-encapsuladas (Gesztes &
Mezei, 1988; Singh & Vyas, 1996; Hung et al., 1997; Bucalo et al., 1998; Fisher et
al., 1998; Grant & Bansinath, 2001; Grant et al., 2001; Eichenfield et al., 2002;
Nestor, 2006). Além disso, formulagdes lipossomais de lidocaina a 4 e a 5% na
forma de creme ja estédo disponiveis comercialmente nos EUA com os nomes LMX-
4® ou ELA-max4® e LMX-5% ou ELA-max5® (Friedman et al., 1999; Friedman et al.,
2001; Eichenfield et al., 2002; Kaweski & Committee, 2008).

Recentemente, os anestésicos locais ropivacaina, benzocaina e lidocaina
encapsulados em lipossomas demonstraram eficacia quando aplicados topicamente
em mucosa oral de voluntdrios sadios. Franz-Montan e colaboradores (Franz-
Montan et al., 2007a; Franz-Montan et al., 2010a) demonstraram que a ropivacaina
encapsulada reduziu dor a puncdo na mucosa vestibular. Em outro trabalho



semelhante, foi demonstrado que a benzocaina encapsulada prolongou a duragao
da anestesia tépica na mesma regiao (Franz-Montan et al., 2010b).

Em mucosa palatina, regido conhecida pela maior dificuldade em atingir
anestesia topica satisfatoria, a lidocaina a 5% encapsulada em lipossomas foi
equivalente ao EMLA® em diminuir a dor & puncéo e injecdo da solucdo anestésica
(Baroni, 2009). No entanto, outros autores ndo obtiveram anestesia topica
satisfatéria em mucosa palatina tanto com o anestésico lipossomal, no caso a

ropivacaina a 1% quanto com o EMLA® (Franz-Montan et al., 2012).

2.5.Mucosa oral e estudos de permeacao in vitro
Estudos de permeacdo de farmacos através de barreiras bioldgicas como
pele e mucosa vem crescendo nos ultimos anos, especialmente quando envolve

novas moléculas bioativas e/ou sistemas de liberacao.

Alguns meétodos in vitro e ex vivo foram propostos para avaliar o perfil de
permeacao e cinética de absor¢ao de farmacos através da mucosa, sendo o método
in vitro utilizando tecido bucal de animais em célula de difusédo vertical (tipo Franz)
um dos mais utilizados. Esses métodos sdo de extrema importancia na fase pré-
clinica de um medicamento em desenvolvimento, bem como para avaliar os
mecanismos de transporte de drogas através da mucosa e para avaliar o potencial
de um promotor de absor¢cédo (Caon & Simoes, 2011).

Apesar dos estudos de permeacdo em mucosa utilizar mucosa da cavidade
oral de diversos animais como coelhos, ratos e cachorros, a mucosa bucal de porco
foi demonstrada ser a mais semelhante aos humanos em termos de estrutura,
composicao e permeabilidade (Shojaei, 1998). Normalmente, estudos de permeacao
de farmacos através da mucosa, visam a absorcdo sistémica dos medicamentos,
utilizando a cavidade oral como via de administracdo tdpica para esses farmacos,

especialmente a regido sublingual e mucosa jugal (Patel et al., 2011).

Na Odontologia, o objetivo do anestésico local aplicado topicamente é atingir
as terminagdes nervosas livres localizadas na regido submucosa, para que seja
atingido o objetivo final: a anestesia superficial. Para isso, é de extrema importancia
para uma formulacdo de anestésico tdpico em desenvolvimento, visando este



mesmo obijetivo, que ela seja capaz de atravessar todas as barreiras do epitélio oral
da regido onde ela foi aplicada.

A cavidade oral é revestida por um epitélio escamoso estratificado suportado
por um tecido conectivo chamado lamina propria. Em regides sujeitas a forgas
mecanicas associadas a mastigacdo (como por exemplo, a gengiva e o palato)
existe um epitélio queratinizado que se assemelha aquele que reveste a pele. Este
epitélio dificulta a penetracdo de anestésicos aplicados topicamente, impedindo a
eficacia. As regides que ndo sofrem atrito como o assoalho da boca e a bochecha

sao cobertas por um epitélio ndo-queratinizado (Squier & Kremer, 2001).

Sabe-se que para exercer 0 mecanismo de acdo dos anestésicos locais, €
preciso que este seja capaz de atravessar as barreiras existentes e atingir as
terminacdes nervosas para efetivamente bloquear o impulso nervoso. Visto que ja foi
demonstrado que alguns anestésicos locais encapsulados em sistemas lipossomais
sdo capazes de penetrar através da mucosa oral e conseguir anestesia topica
eficaz, o presente estudo teve por objetivo tracar o perfil de permeacao da lidocaina
em mucosa de porco em célula de difuso vertical do tipo Franz.

JUSTIFICATIVA
Até o momento ja foram demonstrados que alguns anestésicos locais
encapsulados em sistemas lipossomais sdo capazes de penetrar através da mucosa
oral e conseguir anestesia topica eficaz. No entanto o perfil de permeacédo desses

anestésicos locais através da mucosa ainda nao foi descritos na literatura.

Atualmente a ANVISA através da RDC 48/2009 (Brasil, 2009) estabeleceu
novas normas no poés-registro de medicamentos semi-sélidos e liquidos
(medicamentos especificos, genéricos, novos e similares) ja registrados. Instituiu
requisitos minimos para os procedimentos de alteracdo, inclusdo, suspensao,
reativacao e cancelamento pés-registro de medicamentos, dentre a documentacéao e
0s ensaios exigidos pela ANVISA, foi incluido a apresentagcdo de resultados
comparativos entre a taxa de permeacado cutanea da condicdo anteriormente
registrada e da nova condi¢do. E isso pode vir a ser uma exigéncia no futuro para

medicamentos de aplicagédo tépica em mucosas.
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O estudo de permeacao de um farmaco através de uma barreira biolégica,
sendo ela a pele ou a mucosa, é de extrema importancia para tragar uma suposi¢ao
de como este farmaco ira permear, e poder desenvolver estratégias para alterar esta
barreira e aumentar a eficacia de produtos, através da melhora farmacocinética e

biodisponibilidade de farmacos.
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3. PROPOSICAO
O objetivo deste trabalho de pesquisa foi de avaliar o perfil de permeacao da
lidocaina em gel lipossomal em diferentes concentragbes em comparagdo as

formulagbes comerciais em mucosa de palato de porco.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Materiais
Os principais materiais utilizados para o preparo das suspensoes lipossomais
e das formulagbes em gel foram:

J Lidocaina (Grau de pureza - 100%): Sigma-Aldrich
J Polimero Carboxivinilico (Carbopol Ultrez®): Galena Quimica e

Farmacéutica

. Lipidios: fosfatidilcolina de ovo e colesterol: Sigma Chem. Co.
. Acetato de alfa-tocoferol (Sigma Chem. Co.),

J Propilenoglicol: Galena Quimica e Farmacéutica

J Glicerina: Galena Quimica e Farmacéutica

J Metilparabeno (Nipagin®): Galena Quimica e Farmacéutica

J Trietanolamina: Labsynth Ltda

J Cloroférmio (Labsynth Ltda)
. HEPES (Sigma Chem. Co.)

J Pomada de lidocaina 5% (Xylocaina® pomada - AstraZeneca)
. Mistura eutética de lidocaina e prilocaina 5% (EMLA® creme -
AstraZeneca)

4.2.Preparo dos lipossomas convencionais

As vesiculas unilamelares foram preparadas pelo método de hidratagdo de
filme seco retirando-se al quotas de fosfatilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol
(na proporgéo molar de 4:3:0,07) de solucdo estoque em cloroférmio. A mistura foi
entdo evaporada sob fluxo de N. seguido de vacuo por 2 h, a temperatura
ambiente (Cereda et al., 2004; de Araujo et al.,, 2008). Apds a secagem, foi
adicionado o tampao HEPES 20 mM, pH 7,4 com NaCl 150 mM, a disperséao fora
agitada por 5 minutos em vortex para formagdo de vesiculas multilamelares
concéntricas (MLV).

As vesiculas unilamelares de 0,4 um (LUV) foram preparadas por extrusao
das vesiculas multilamelares descritas acima. Assim, sob pressao de nitrogénio, a
temperatura ambiente, a amostra de vesiculas multilamelares foi passada por um
disco de drenagem e uma membrana de policarbonato com poros de tamanho
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controlado (0,4 um), por 12 vezes. Os lipossomas foram deixados em repouso,

por pelo menos 2h, para o intumescimento das vesiculas. As formulagdes dos

lipossomas tiveram concentragdo de vesiculas unilamelares de 5 mM. A

incorporacgao do anestésico local foi realizada apds a preparacao das vesiculas

(incorporacéao passiva), para a concentracao final desejada (5%).

4.3.Preparo do gel de lidocaina encapsulada em lipossomas

Apos a encapsulagdo do anestésico local, foram adicionados os

componentes descritos na

Tabela 1| para obtencdao da forma farmacéutica

desejada (patente # W0O/2008/138089).

Tabela 1. Componentes utilizados no preparo dos géis.

Componente

Funcao

Polimero carboxivinilico
(Carbopol Ultrez®)

Propilenoglicol

Metilparabeno
Glicerina
Agua Desionizada
Trietanolamina

Solvente organico

Utilizado como agente geleificante, de facil disperséao

Agente de levigagcao com o intuito de reduzir ainda mais o
tamanho das particulas do anestésico (lidocaina), formando
uma pasta do material sélido, evitando aspereza na
formulacdo; age, ainda, como solvente e umectante.

Conservante com espectro de agédo sobre fungos e leveduras
Agente umectante e emoliente
Solvente
Agente alcalinizante g.s.p. para pH = 7,0

Adjuvante farmacéutico

4.4.Desenvolvimento da metodologia analitica de quantificacao do farmaco

na avaliacao do teor dos géis e durante os ensaios de permeacao

A quantificacdo da lidocaina presente nas formulacbes em gel e nos

experimentos de permeagéo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), utilizando-se um equipamento composto de uma bomba ternaria da Varian

9012, com arranjo de foto diodos também da Varian, modelo ProStar 335 DAD,

acoplados com o coletor automatico da Varian e interligados com o software
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Galaxie, modelo ProStar 410. A metodologia analitica foi adaptada de Wei e
colaboradores (Wei et al., 2007).

As condigbes cromatograficas utilizadas durante todo processo de

desenvolvimento e validagdo do método estdo descritas na|Tabela 2

Tabela 2. Condi¢cdes cromatograficas utilizadas para validacdo de metodologia

analitica.

Amostra Lidocaina em solugao fisiologica

Fase movel Metanol / Tampao (4,35 mM NH4H,PO,, pH ajustado para 7,0 com

Trietanolamina) (60/40, v/v)

Volume de injecéo 40 pL

Fluxo 1,5 mL/min

Temperatura 40°C

Detector (A) Ultravioleta (UV), A = 220nm

Coluna cromatografica Phenomenex, Cig fase reversa 5 , 150 x 4,60mm

As condi¢des analiticas e a metodologia de quantificacdo do farmaco foram
validadas segundo parametros estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e “International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use” — ICH (ICH, 1996;
ANVISA, 2003).

4.5.Validacao da metodologia analitica para quantificacao da lidocaina
A validacdo da metodologia analitica tem como objetivo a diminuicdo e
controle dos fatores que podem tornar dados imprecisos, atendendo as exigéncias
estabelecidas pela ANVISA, assegurando confiabilidade dos resultados. Os
parametros geralmente envolvidos na validagdo de metodologia analitica s&o
linearidade, limite de quantificacao e deteccéo, exatidao e precisao.

Linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. A linearidade do método foi

determinada a partir de trés curvas analiticas em trés dias consecutivos, totalizando
14



nove curvas, apresentando cada uma 6 concentragcdes compreendidas entre 40 e
150 pg/mL de LIDOCAINA diluida em solugao fisiolégica. O critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlacéo (r) deve ser = 0,99 (ANVISA, 2003).

Precisédo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Repetibilidade
(preciséo intra-dia) € a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo
de tempo com o0 mesmo analista e mesma instrumentagédo. Precisdo intermediaria
reflete a concordéancia entre os resultados das mesmas amostras em dias diferentes
(ANVISA, 2003).

A repetibilidade ou precisédo foi avaliada a partir do calculo de desvio padréo
relativo (DPR), que pode ser observado na Equagéo 1.

DP
DPR=—x1 1
v x100 ( )

onde, DP é o desvio padrdao e CMD, a concentracdo média determinada. O
valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada,
a concentragao do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, néo
se admitindo valores superiores a 5% (ANVISA, 2003).

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagéo ao valor verdadeiro. A exatidao é expressa pela
relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentracao tedrica correspondente, segundo a Equacao 2 (ANVISA, 2003).

MD

Exatid&o= = %100 2)

onde, CT é a concentragao tedrica.

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as
condicdes experimentais estabelecidas.
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Limite de quantificagcdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicoes

experimentais estabelecidas.

A estimativa do limite de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foi realizada a
partir de dados obtidos com as regressdes lineares das curvas analiticas aplicados

as Equacdes 3 e 4, respectivamente.

DPx3
LD=
IC )
DPx10
LQ= 4
Q IC )

onde, DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo y e IC é a inclinagao da curva

analitica média.

4.6.Determinacao do titulo de lidocaina das formulacoes

Para a determinagéo do titulo de lidocaina nas diferentes formulagées, foram
preparadas solu¢des em triplicata, com cerca de 0,2 g de amostra (equivalente a 10
e 5 mg de lidocaina para as formulagcbes a 5 e 2,5%, respectivamente),
cuidadosamente pesada, em um baldo de 10 mL. Foi adicionado metade do volume
de fase movel, e em seguida, foram levados ao ultrassom por 15 minutos, agitando-
se manualmente de 5 em 5 minutos. Ap6s o completo resfriamento das amostras, o
volume foi completado com fase mével e 500 pL desta solucédo foram transferidos
para um baldo volumétrico de 5 mL para nova diluicdo com fase mével. A amostra
foi filtrada em filtros do tipo miltex com poros de 0,45 nm e analisadas por CLAE,

pelo método ja descrito.

4.7.Ensaio de permeacao in vitro
As formulagdes testadas foram:

. Gel de lidocaina 5% encapsulada em lipossomas
J Gel de lidocaina 2,5% encapsulada em lipossomas
J Pomada de lidocaina 5% (Xylocaina® pomada - AstraZeneca),
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. Mistura eutética de lidocaina e prilocaina 5% (EMLA® creme - AstraZeneca)

4.8.Preparo e obtencao do epitélio de mucosa palatina para os ensaios de
permeacao
As maxilas de porco foram compradas em um abatedouro devidamente
certificado pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo
(Frigar® Abatedouro Ind. e Com. de Conservas, Campinas-SP). As maxilas foram
adquiridas logo apés o sacrificio dos animais e transportados em tampao fosfato (pH
7,4). A separagao do epitélio da mucosa palatina de porco foi realizada a partir de
uma adaptagdo da metodologia proposta por Diaz Del Consuelo e colaboradores
(Diaz Del Consuelo et al., 2005b). A mucosa palatina foi cuidadosamente separada
do osso palatino com auxilio de um bisturi e um descolador gengival (Descolador
Molt 9, Golgran) e lavada com solucdo salina. O epitélio queratinizado foi separado
do tecido conectivo (lamina prépria) com uma espatula apds a imersao da mucosa a
60°C em agua destilada durante dois minutos. O tecido obtido foi posicionado em um

papel de filtro {Figura 2), envolto por papel aluminio e congelado (-20°C) até o

momento do uso, sendo este ndo superior a 1 semana.

Figura 2. Epitélio da mucosa palatina posicionado sobre um papel de filtro,

imediatamente ap0ds a separagéo do tecido conectivo, para o armazenamento.
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4.9.Ensaio de permeacao in vitro em célula de difusao vertical tipo Franz
através de epitélio de mucosa palatina de porco

O experimento de permeacdo através da mucosa foi realizado na célula de

difusdo vertical tipo Franz (Disa, Milano, |), com &rea de permeacdo de 0,6 cm?

conforme esquema representado pela|Figura 3

Compawtimento mmly
Doador Formulacdo

Mucosav ‘@

Compartimento,
Receptor —p>

Figura 3. llustracdo da montagem da célula de Franz para realizagdo do
experimento de permeacao através da mucosa.

O epitélio da mucosa do palato foi descongelado em solucéo fisiol6gica em
temperatura ambiente e posicionado com o lado conectivo sobre o filtro de celulose
regenerada (poros de diametro de 0,45 um) e com o epitélio voltado para o
compartimento doador. A mucosa e o filtro foram posicionados juntos na célula de

Franz entre o compartimento doador e o receptor {Figura 4).

Figura 4. Montagem da célula de Franz para realizagdo do experimento de

permeacao através da mucosa.

A fungéo do filtro € dar um suporte ao epitélio da mucosa, devido a sua
grande fragilidade. O compartimento doador foi preenchido com 1g de cada
formulagcdo em gel de lidocaina € o compartimento receptor foi preenchido com
cerca de 4,2 mL de solucéo fisiolégica. As condicoes Sink foram mantidas durante o

experimento, isto garante que a quantidade méaxima do farmaco permeado no
18



compartimento receptor foi 10 vezes menor que a solubilidade maxima do farmaco

naquele solvente.

Os ensaios de permeacao foram realizados durante um periodo de 5 horas, a
temperatura controlada de 37°C e sob agitagdo constante. Em intervalos pré-
estabelecidos, foram retiradas al quotas da solu o receptora (300 L), e analisadas
por CLAE. Ao compartimento receptor, foram adicionados volumes idénticos aos

retirados os quais foram utilizados para o calculo da diluicao realizada.

Ap6s a quantificagdo por CLAE foram calculados os parametros de
permeacdo do farmaco tais como: tempo necessario para permeacao inicial do
farmaco ou time lag; fluxo e coeficiente de permeabilidade. Os experimentos foram
realizados no minimo em sextuplicatas. A quantidade de droga acumulada no

compartimento receptor foi calculada e obtida uma média.

A inclinacado da porcéao linear dos graficos representa o fluxo de penetragéao
da lidocaina através da mucosa e a sua intersec¢gdo com o eixo das abscissas
permitiu determinar o valor do tempo de laténcia (time lag). Dessa forma, os dados
obtidos a partir dos experimentos de permeacdo foram expressos em quantidades
cumulativas de farmaco permeado em funcao do tempo, em um intervalo de 5 horas

e analisados de acordo com a Equacéo 5:

J=PxCd (5)
onde J é o fluxo de farmaco através da mucosa, P é o coeficiente de permeabilidade
e Cd é a concentracdo de farmaco utilizado no compartimento doador. Os dados
foram analisados utilizando o programa Origin 6.0 (Microcal™ Software, Inc.,
Northampton, MA, USA) e expressos em média + desvio padrdo (n = 6). Os
parametros de permeacao foram determinados a partir da quantidade de lidocaina
permeada em funcao do tempo para as diferentes formulagées.

4.10. Andlise estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelos
testes de Kruskal Wallis (parametros de permeacgédo da lidocaina), considerando
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nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram feitas com o pacote estatistico
GraphPad, Instat (GraphPad Software, Inc.).
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5. RESULTADOS
5.1.Validacao da metodologia analitica
A metodologia para quantificacédo de lidocaina foi validada a fim de verificar os
parametros de seletividade, linearidade, precisédo e exatiddo do método, certificando
assim a confiabilidade dos resultados.

Foram preparadas amostras de gel placebo, gel de lidocaina lipossomal e da
formulacao EMLA® e todas elas injetadas nas condicdes estabelecidas para avaliar a

seletividade do método. A|Figura 5|mostra o cromatograma das amostras avaliadas.

Através da observacao dos cromatogramas foi possivel concluir que nenhum pico
referente as formulagdes interferiu na deteccéo da lidocaina sendo o0 método seletivo

e especifico para o farmaco em questao.

@~
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Figura 5. Cromatogramas das amostras: a) formulagdo EMLA®; b) gel de lidocaina
lipossomal; e c) gel placebo analisadas segundo as condi¢gdes cromatograficas

descritas.
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A concentracao de trabalho determinada para o método foi de 100 g/mL, as
concentragdes da linearidade foram calculadas com base na concentragdo de
trabalho e as amostras preparadas na faixa de concentragcdo de 40 g/mL a 150

g/mL, que correspondem em porcentagem de 40% a 150% da concentragdo de

trabalho.

O grafico de area versus concentracao do analito foi plotado (Figura 6) e ap6s

tratamento estatistico foi determinado um coeficiente de correlacdo de 0,9999. O
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99 segundo
RESOLUGAO-RE N¢ 899, DE 29 DE MAIO DE 2003, da ANVISA. O coeficiente de
correlacdo calculado demonstra que os resultados obtidos s&o diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo

especificado.

Curva de Calibracao

7000 ~

6000 -

5000 -

4000 A

Area (mAU)

20007 y = 43,980x + 18,18

R2 = 10,9999

2000 -

1000 -

Concentragao (%)

Figura 6. Curva de calibracédo de Lidocaina (Linearidade).

Para o método descrito para quantificacdo de lidocaina nas formulagées,
foram avaliadas as precisdes por repetibilidade e precisdo intermediaria conforme
demonstram as Tabelas 3, 4 e 5. Os resultados cumprem com o critério exigido pela
legislacdo, apresentando desvio padrdo menor que 5%.
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Tabela 3. Resultados da precisao por repetibilidade e exatidao.

Injecbes

’
2
3
MEDIA
DP
DPR (%)

EXATIDAO

Réplicas

Amostra 80%

Amostra 100%

Amostra 120%

pg/mL % pg/mL % pg/mL %
0,064 80,24 0,100 99,81 0,143 119,43
0,065 80,67 0,100 100,44 0,145 120,69
0,064 80,16 0,099 99,32 0,146 121,49
0,064 80,36 0,100 99,86 0,145 120,53
0,000 0,28 0,001 0,56 0,001 1,04
0,34 0,34 0,56 0,56 0,86 0,86
* 100,45 * 99,86 * 100,45

Tabela 4. Resultados da precisao intermediaria do método — Dia 1.

Injecbes

’
2
3
MEDIA
DP
DPR (%)

Dia 1

Amostra 80%

Amostra 100%

Amostra 120%

pg/mL % pg/mL % pg/mL Y%

0,065 81,40 0,102 102,08 0,148 123,25
0,065 81,69 0,103 103,06 0,148 123,11
0,066 82,76 0,103 102,82 0,148 123,57
0,065 81,76 0,103 102,65 0,148 123,31
0,000 0,39 0,001 0,512 0,000 0,235
0,48 0,48 0,50 0,50 0,19 0,19

23



Tabela 5. Resultados da precisao intermediaria do método — Dia 2.

Dia 2

Injecdes Amostra 80% Amostra 100% Amostra 120%

pg/mL % pg/mL % pg/mL Y%

1 0,063 78,85 0,097 96,72 0,141 117,54
2 0,063 79,08 0,097 96,91 0,140 116,58
3 0,063 78,40 0,098 97,99 0,141 117,38
MEDIA 0,063 78,78 0,103 97,21 0,141 117,17
DP 0,000 0,35 0,001 0,69 0,001 0,51

DPR (%) 0,44 0,44 0,71 0,71 0,44 0,44

De acordo com os resultados apresentados na|Tabela 3| a recuperagéo das

amostras esta entre a faixa de 99% a 101%, demonstrando boa exatidao do método.

Os valores obtidos para o Limite de Deteccdo (Equacdo 3) e Limite de

Quantificagdo (Equacao 4) foram determinados a partir do intercepto e da inclinacao

da curva de calibracado analitica. Os valores obtidos estdo apresentados na|Tabela

i

Tabela 6. Valores obtidos na determinagao dos limites de detecgao e quantificagao.

Parametro Valor (ug/mL)
Limite de deteccao 0,340
Limite de quantificacao 1,134

O limite de deteccdo determinado indica que este é o valor da menor
concentracdo de BZC que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade; ja o
limite de quantificagcdo indica a concentragédo mais baixa da substancia em questéo,

que pode ser quantificada com precisao e exatidao aceitavel.
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5.2.Determinacao do titulo de lidocaina das formulacoes.

A |Tabela 7| apresenta as formulagdes preparadas contendo lidocaina

lipossomal nas concentragdes tedricas de 2,5 e 5%, as formulagées comerciais de
Lidocaina a 2,5 e 5% assim como a determinagdo do teor final do farmaco nas

respectivas preparacoes.

Tabela 7. Formulac6es contendo lidocaina nas concentragdes teéricas de 2,5 e 5%
bem como a determinagdo da média (x DP) do teor final do farmaco nas respectivas

preparacoes.
Formulacées Teor de Lidocaina (%)
Lidocaina a 2,5% lipossomal 2,59 £ 0,09
Lidocaina a 5% lipossomal 5,43+ 0,08
EMLA® (lidocaina a 2,5%) 2,69+ 0,00
5,07+ 0,01

Xylocaina® (lidocaina a 5%)

5.3.Ensaio de permeacao in vitro em célula de difusao vertical tipo Franz
através de epitélio de mucosa palatina de porco
Os perfis de permeacao da lidocaina através do epitélio de mucosa palatina

foram expressos em quantidade (mg/cm?) e porcentagem (%/cm?) de lidocaina

permeada em fungdo do tempo (Figura 7| e [Figura 8| respectivamente). A

apresentacao em % foi necessaria visto que as formulacdes testadas apresentavam

diferentes concentracdes de lidocaina.

Na|Figura 7|foi possivel observar que a o gel de Lidocaina 5% lipossomal foi a

formulagdo que apresentou maior quantidade do farmaco (mg) permeado por cm? ao
longo do tempo. A formulacdo comercial Xylocaina®, mesmo com a maior % de
lidocaina, apresentou a menor quantidade de lidocaina (mg) permeada ao longo do
tempo. Tanto o EMLA® quanto o gel de Lidocaina 2,5% lipossomal apresentaram
valores intermediarios de quantidade de farmaco permeado (mg) em funcédo do

tempo.
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Permeacao da BZC através da mucosa (mg/cm?)
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Figura 7. Permeacdo de lidocaina (em mg de farmaco permeado por cm? em
funcdo do tempo, através do epitélio da mucosa palatina de porco a partir das
formulacdes em gel lipossomais a base de Carbopol® e das formulacdes comerciais
de lidocaina.

Ja na|Figura 8| quando levamos em consideracdo a % do farmaco liberado

em relacdo a quantidade total aplicada no compartimento doador, € possivel
observar perfis diferentes de permeagéo da lidocaina. A formulagdo que apresentou
maior % de droga permeada em fungao do tempo foi a formulagdo comercial EMLA®,
seguido do gel de Lidocaina 5% lipossomal. A formulacdo que apresentou menor %
de farmaco permeado em fungcédo do tempo continuou sendo a formulagdo comercial
Xylocaina®.
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Permeacao da BZC através da mucosa (%/cm?)
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Figura 8. Permeacéo de lidocaina (em % de farmaco permeado por cm?) em funcéo
do tempo, através do epitélio da mucosa palatina de porco a partir das formulagdes

em gel lipossomais & base de Carbopol® e das formulacdes comerciais de lidocaina.

Apo6s a confecgao dos graficos de quantidade de lidocaina permeada (mg) em
funcdo do tempo, foram calculados os parametros de permeacgédo da lidocaina a
partir de cada célula de cada formulagdo. A |Tabela 8| mostra os valores dos
parametros de permeagédo encontrados.

Tabela 8. Parametros de permeacgéo de lidocaina a partir de diferentes composi¢cdes
de géis através de epitélio de mucosa palatina de porco (1-5 h).

Coeficiente de

Fluxo
Formulacao 2 permeabilidade Time lag (h)
(mg.cm™.h™) 3 a
(-107cm.h™)

Lidocaina 2,5% lipossomal (0,5-4h)  0,1620,04 6,51+1,58" -

Lidocaina 5% lipossomal (0,5-5h)  0,44+0,04*>¢" 8,80+0,85° -

EMLA® (0,5-5h) 0,24+0,05"" 9,44+2 14% -
Xylocaina® (2-5h) 0,09+0,05 1,73+1,21 1,460,144

Onde: a — Lidocaina 5% lipossomal vs. Lidocaina 2,5% lipossomal; b — Lidocaina 5% lipossomal vs.
EMLA®; ¢ — Lidocaina 5% lipossomal vs Xoncaina®; d — EMLA® vs. Xylocaina®; e — EMLA® vs.
Lidocaina 2,5% lipossomal; f— Lidocaina 2,5% lipossomal vs. Xylocaina® . Resultados expressos em

média + D.P. (n=6-7). ***p<0,001; **p<0,01 e *p<0,05. Analise de variancia, seguida do teste de
Tukey-Kramer.
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A formulacdo de Lidocaina 5% lipossomal apresentou maior fluxo quando
comparado a todas as demais formulacdes (P<0,001). Ainda, o EMLA® apresentou

fluxo superior ao da Xylocaina® (P<0,001).

A formulagdo comercial EMLA® apresentou o maior valor de coeficiente de
permeabilidade, como também pode ser observado na Figura 8, sendo
estatisticamente superior aos coeficientes de permeabilidade da Lidocaina 2,5%
lipossomal e da Xylocal'na® (P<0,05 e P<0,001, respectivamente). No entanto, o
EMLA® n&o diferiu estatisticamente do gel de Lidocaina 5% lipossomal (P<0,05) em
relacao a este parametro. De uma maneira geral, todas as formulagbes de Lidocaina
avaliadas apresentaram maiores coeficientes de permeabilidade quando
comparados & formulacdo comercial Xylocaina® (P<0,05).

Em relagcédo ao time lag, ou seja, tempo necessario para inicio da permeacgao
da lidocaina, ambas as formulacdes lipossomais e a formulagdo comercial EMLA®
apresentaram valores nulos, ou seja, iniciaram a permeacdo da lidocaina
imediatamente ap6s o inicio do ensaio de permeacdo. A formulagdo comercial
Xylocaina® apresentou maior valor de time lag quando comparado as demais
formulacdes (P<0,001).
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6. DISCUSSAO

Para a quantificacéo da lidocaina nos ensaios de permeacao, bem como para
avaliagao do teor das formulacdes, foi necessario o desenvolvimento e validacao de
uma metodologia analitica, especialmente para garantir a confiabilidade dos
resultados (ICH, 1996; ANVISA, 2003). O método analitico escolhido para o
presente trabalho foi a Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia, pois € uma

ferramenta com alta sensibilidade, reprodutibilidade e especificidade.

Os parametros analiticos empregados no presente estudo foram baseados no
trabalho descrito por Wei e colaboradores (Wei et al., 2007) e validada de acordo
com as normas da Anvisa e do ICH (ICH, 1996; ANVISA, 2003). De maneira
semelhante a encontrada por estes autores, a metodologia apresentou boa
linearidade na faixa de concentragdo de 40 a 150 ug/mL (r’= 0,9999), precisdo e
exatidao, atendendo todas as exigéncias da ANVISA necessarias para validagédo de

um método analitico.

A faixa de concentragéo da curva de calibracdo no presente estudo (de 40 a
150 ug/mL) foi superior aquela utilizada por Wei e colaboradores (0,1 a 50 pug/mL)
(Wei et al., 2007) visto que estes autores realizaram quantificacoes plasmaticas dos
anestésicos locais, concentracdes estas muito inferiores as encontradas em ensaios

de permeagéo.

O limite de quantificacdo encontrado no presente estudo (1,1 pg/mL) foi
superior ao valor encontrado por Wei e colaboradores (0,1 pg/mL) (Wei et al., 2007).
Esta diferenca pode ser justificada, porque normalmente mudancgas de equipamento,
metodologia e operador resultam nesses tipos de variaveis.

Estudos de permeacao de farmacos através de mucosa oral de porcos na
maioria das vezes sao realizados com intuito do uso desta via para administragéo
topica, visando efeito sistémico dos medicamentos. Como exemplos, podemos citar
alguns estudos envolvendo a galantamina (De Caro et al., 2008), o atenolol (Monti et
al., 2010) a carbamazepina (Giannola et al., 2005; Campisi et al., 2008), a naltrexona
(Giannola et al., 2007) e o nimesulida (Maffei et al., 2004), dentre outras.

O objetivo da realizagdo do ensaio de permeacao no presente estudo difere
destes estudos pois, 0 anestésico local ndo visa absorcéo sistémica; para fazer o
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efeito desejado ele necessita apenas atravessar a barreira do epitélio da regiao onde
foi aplicado e atingir as terminac¢des nervosas situadas na regido submucosa. Para
isso, utilizamos o epitélio de uma regido que apresenta alto grau de queratinizagéo
(Squier & Kremer, 2001), simulando uma regido com grande dificuldade de atingir

anestesia superficial satisfatéria, a mucosa palatina.

A literatura é escassa no que diz respeito a estudos de permeacdo com
mucosa de diferentes regides da cavidade oral de porcos, ja que normalmente os
estudos sao realizados com epitélio de mucosa jugal e eséfago de porco (Diaz Del
Consuelo et al., 2005b). Esta ultima foi desenvolvida para superar algumas
dificuldades da mucosa jugal do porco, como danificagdo da integridade do tecido
por injurias da mastigacao, area e qualidade de tecido removido, além de apresentar
histologia semelhante a mucosa oral (i.e. tecido escamoso estratificado néo-
queratinizado suportado pela lamina propria) (Diaz Del Consuelo et al., 2005a; Diaz
Del Consuelo et al., 2005b; Diaz-Del Consuelo et al., 2005).

O unico trabalho de permeacdo de anestésico local em mucosa palatina
relatado na literatura demonstrou, como o esperado, que o fluxo da lidocaina através
da mucosa palatina (queratinizada) foi significantemente menor daquele encontrado
em mucosa da bochecha (ndo-queratinizada) de porco em decorréncia do seu grau
de queratinizagdo, o qual dificultou a passagem do anestésico local (Ganem-
Quintanar et al., 1998).

O interesse em avaliar o perfil de permeacdo da lidocaina a partir de
diferentes formulacdes (lipossomais e comerciais) em epitélio de mucosa palatina de
suinos surgiu a partir dos resultados clinicos positivos encontrados em um trabalho
de dissertacdo de mestrado realizado em voluntarios sadios na FOP/UNICAMP
(Baroni, 2009). Neste trabalho foi demonstrado que a Lidocaina a 5% lipossomal foi
semelhante ao EMLA® (considerado como anestésico tépico mais eficaz em mucosa
oral apesar de nao ser comercializado para este local de aplicacdo) em reduzir dor
durante a puncédo da agulha e injecdo de uma solugcdo anestésica em mucosa

palatina.

O perfil de permeacgédo da lidocaina existente nas formulacdes testadas nos
voluntarios (Baroni, 2009) foi avaliada no presente estudo in vitro em células de
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difuséo vertical do tipo Franz. Ao observar os resultados dos perfis de permeacao da
lidocaina através do epitélio de mucosa palatina de porco, foi possivel verificar uma
semelhanga com os resultados encontrados in vivo. De uma maneira geral, as
formulagées de Lidocaina 5% lipossomal e a formulagdo comercial EMLA®
apresentaram comportamento semelhantes em relacdo aos parametros de
permeacao avaliados: apresentaram maiores valores de fluxo e coeficiente de
permeabilidade através deste epitélio, correspondendo com a melhor eficacia tépica
em reduzir dor a pungdo e a injecao da solucao anestésica. Aléem disso, estas
formulagbes apresentaram valores nulos de time lag, sugerindo rapido inicio de agcéo

in vivo.

Desta forma, tratamentos estatisticos de correlacdo sdo necessarios para
confirmar uma possivel correlagdo positiva entre os dados in vitro/in vivo para que,
no futuro, formulagbes em fase de desenvolvimento possam ter sua eficacia prevista

durante os ensaios in vitro de permeagao.
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7. CONCLUSAO

O gel de Lidocaina 5% lipossomal e o creme comercial EMLA® exibiram os
melhores desempenhos durante os ensaios de permeacao in vitro através de
mucosa palatina de suinos. Ambas as formulagbes apresentaram maiores valores
de fluxo e coeficiente de permeabilidade através do epitélio de mucosa oral,
sugerindo melhor penetracdo do anestésico local em mucosa queratinizada. Além
disso, estas formulagbes apresentaram valor nulo para o time lag, sugerindo rapida

laténcia in vivo.

Tratamentos estatisticos de correlacdo serdo necessarios para confirmar uma
possivel correlacao positiva entre os dados in vitro encontrados no presente estudo
e in vivo, realizado em voluntarios sadios, para que, no futuro, formulagées em fase
de desenvolvimento possam ter sua eficacia prevista durante os ensaios in vitro de

permeagao.
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