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RESUMO

SILVA, A. C. F.. Desenvolvimento e avaliacdo de composi¢cdes precursoras de filmes
formados in situ contendo anestésico para tratamento de infecgdes por Herpes simplex.
89f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2018.

As infeccOes causadas pelo Herpes simplex virus, tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) sdo
consideradas problema de salde publica no mundo, com prevaléncia em dois tercos da
populacdo mundial. A doenca é caracterizada pelo aparecimento de vesiculas que ocasionam
dor e constrangimento ao portador, devido a aparéncia desagradavel que apresentam. As
infeccdes que levam a lesbes orofaciais sdo geralmente ocasionadas pelo HSV-1, enquanto as
genitais, pelo HSV-2. O tratamento de escolha baseia-se no uso de antivirais em geéis ou
pomadas, entretanto, recidivas sdo comuns e dependentes do estado imunoldgico do individuo,
além de exposicdo a fatores hormonais ou ambientais. Os anestésicos locais diminuem a dor
ocasionada pela lesdo além de mostrarem ter propriedades antivirais. A forma semissélida
facilita a aplicacdo e a sua transformacdo em uma pelicula fina, ap6s curto periodo de tempo,
favorece a manutencdo da formulagdo no local, com aspecto final mais discreto quando
comparada as opcdes disponiveis. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar in vitro e
in vivo formulagcfes contendo anestésicos para o tratamento do herpes labial. Para tanto, duas
formulagcBes semissélidas formadoras de filme foram desenvolvidas e avaliadas (F1 e F1T),
contendo HPMC K100, lidocaina (LIDO) e prilocaina (PRILO) combinados a adjuvantes, na
presenca (F1T) ou ndo (F1) do promotor de absorgdo Transcutol®. A mistura de PRILO e LIDO
acarretou na formacao de uma mistura eutética (ME). Para quantificagdo dos farmacos a partir
da formulacdo, um método analitico por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) foi
revalidado e atendeu aos parametros preconizados na literatura. A recuperacdo dos farmacos a
partir da pele suina foi satisfatéria. As formulacGes apresentaram homogeneidade na
distribuicdo do conteudo. A formacdo do filme in situ foi avaliada e ocorreu em
aproximadamente 20 minutos. A adi¢do do promotor de absor¢do aumentou a concentragdo dos
farmacos no liquido receptor no experimento de permeacdo passiva in vitro, utilizando pele de
orelha suina. E a quantidade de PRILO e LIDO quantificada no estrato cdrneo foi maior para a
formulacdo sem o Transcutol®. As analises reoldgicas de cisalhamento continuo e oscilatério
classificaram as formula¢des como fluidos newtonianos e a F1T apresentou maior estruturacdo
em relacdo a F1. A avaliacdo in vitro da multiplicacdo viral sugere atividade virucida para
ambos os farmacos, com protecdo a infeccdo superior a 80% para as concentracfes de farmaco
avaliadas. As formulagdes ndo apresentaram irritacdo dérmica ao exame macroscopico. O teste
in vivo de eficacia comprovou a capacidade dos anestésicos em regredir as lesdes causadas por
HSV-1. Sendo assim, as formulages propostas mostraram-se boas alternativas ao tratamento
de lesdes labiais causadas pelo HSV-1. Analises estatisticas adequadas foram realizadas.

Palavras-chave: anestésicos, HSV, herpes labial, formulagdo semissolida



ABSTRACT

SILVA, A. C. F. Development and evaluation of film forming compositions for the
treatment of Herpes virus infections. 89p. Dissertation (Master). School of Pharmaceutical
Science of Ribeirao Preto. University of S&o Paulo, Ribeirao Preto, 2018.

Infections by Herpes Simplex virus, type 1 and 2 (HSV 1 e HSV-2) are a public health
problem in the world with prevalence of two thirds of the mundial population. This disease is
characterized by painful vesicles and embarrassment because of wound appearance. Orofacial
wounds are mostly caused by HSV-1 and genital wounds are by HSV-2. Nowadays, current
treatment is based on the use of antiviral in cream and ointments but, recurrences are very
common and depend of individual state of immunological system besides environmental
factors. Topical anesthetics minimize the pain and have shown antiviral properties. The
semisolid composition improves application and its transformation into a thin film, after a short
period of time, favors the maintenance at the site with good final aspect compared to the
currently available treatment options. In this research, we developed and evaluated in vitro and
in vivo compositions containing topical anesthetics for treatment of labials herpes. The
compositions were prepared using HPMC K100, lidocaine (LIDO) and prilocaine (PRILO)
combined with adjuvants, with permeation promoter Transcutol® (F1T) or not (F1). The mix of
PRILO and LIDO results in eutectic mixture. For quantified drugs in compositions an
analytical method by HPLC (High Performance Liquid Chromatography) was revalidated with
satisfactory parameters, as well the recovery of drug on porcine skin. The formulations were
with homogeneous content and film formation occurs in approximately 20 minutes. The
addition of Transcutol® results in more PRILO and LIDO in receptor medium for F1T at in
vitro passive permeation study. The quantify of drugs in corneum layer is mayor in F1 than
F1T. Rheological analyses shown the compositions are newtonians fluids and F1T has more
cohesion than F1. Evaluation of in vitro viral multiplication suggests activity before virus
infects host cells, with 80% of protection of infection for evaluated concentrations. None
composition shown dermal irritation in macroscopical examination. The in vivo efficacy study
proves the anesthetics capacity of regress the HSV-1 wounds. Therefore, the developed
compositions are good alternatives for labialis herpes caused by HSV-1.

Keywords: anesthetics, HSV, labialis herpes, semisolid composition



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Hustracdo esquematica do HSV.......cco i 3
Figura 2: Sistema esquematico do ciclo de vida do HSV. ... 4
Figura 3: Manifestacdes clinicas presentes no periodo prodromico. ........cccccvevvvveeiveresieeseennnns 5
Figura 4: Manifestacdo clinica no periodo clinicamente ativo. ..........ccccooeveinieiiennincieeee 6
Figura 5: Processo de cicatrizacao de 1eS80 herpétiCa..........cccvvvveieeiiiieiieeieee e 6
Figura 6: EStrutura da Pele. ... 8
Figura 7: Vias de permeacdo de Substancias Na Pele. ........ccecvvieiieie i 9

Figura 8: Célula de difusdo vertical encamisada; A: saida de agua; B: entrada de agua; C:
coleta de aliquotas; D: compartimento doador; E: compartimento receptor. .........c.cccceeveeeennens 15

Figura 9: Fragmento de pele dermatomizada apo6s a retirada da formulacéo remanescente..... 18

Figura 10: (1) Filme formado apds 1h (Il) Representacdo esquematica do método de tape
0] 01 T TR USSP P PP PRI 19

Figura 11: (1) Aparato para a realizacdo do experimento; (I1) Experimento em execucdo. ..... 20

Figura 12: Cromatogramas (I) Prilocaina; (Il) Lidocaina; (111) Prilocaina e Lidocaina; (1V)
Amostra extraida do homogeneizado da pele dermatomizada (V) Formulacédo inerte, deteccdao
L0 T2 010 o PRSP 28

Figura 13: Curvas analiticas para prilocaina e lidocaina em fase movel e meio de liberacéo. . 29

Figura 14: Curvas analiticas de prilocaina e HdoCaINa. ...........ocervreiriiiiicseee 30
Figura 15: Gréaficos de distribui¢do dos residuos em funcao da resposta analitica................... 32
Figura 16: Estruturas quimicas da lidocaina (1) e prilocaina (11) nas formas base................... 37

Figura 17: Perfil de liberacdo in vitro dos farmacos a partir formulacdo (F1), em solucdo
SAlING, PHZT7,0 @ 25°C. ..ottt nreeaeaneeareene s 40

Figura 18: Perfil de liberacédo in vitro dos farmacos a partir de F1 em solucéo salina, pH=7,0,
com temperatura controlada @ 37°C £ 2°C. .....oiiiiiiiieieiee s 41

Figura 19: Comparacdo entre perfis de liberacdo in vitro dos farmacos a partir da formulacéo
(F1) e da formulagéo contendo Transcutol®, em solucdo salina, pH=7,0, com temperatura
(o0 Lo F= Vo = I USSR 42

Figura 20: Comparacdo entre perfis de liberacdo in vitro dos farmacos a partir da formulacéo
(F1) e da formulagdo contendo Transcutol®, em solucdo salina, pH=7,0, com temperatura
controlada @ 37°C, dUrante 24N, ..o e 43

Figura 21: (I) Formulacdo semissolida (F1) t=0, (I1) Filme apos aplicacdo de F1 t=60 min... 44



Figura 22: Quantidade (mg) de prilocaina e lidocaina remanescentes nos filmes formados no
Drag0 08 VOIUNTATTOS. ......cuiiieieice ettt 45

Figura 23: (1) Concentracdo dos farmacos quantificados no liquido receptor; (11) Concentracao
dos farmacos retidos na pele ao final de 1h de eXperimento. .........c.cooevrereiniiiernieseseeeee 46

Figura 24: (1) Quantidade de prilocaina remanescente no filme e quantificada no EC e pele;

(11) Quantidade de lidocaina remanescente no filme e quantificada no EC e pele. ................... 48
Figura 25: Reograma de fluxo das formulagdes a 25°C...........ccceveieeieeieiee v 49
Figura 26: Reogramas para as formulagdes Flnerte (FI1), FL, FP e F1 ....ccccoviieiviiiiiicce 51
Figura 27: Reograma Para @ FLT. ..ottt 52
Figura 29: Andlise macroscopica dos animais (n=10) ap0s a retirada das composicoes........... 57

Figura 30: Evolucdo didria (machos) com o escore das lesdes durante o teste de eficacia
TEIAPBULICA. ...ttt bbbttt bbbt bt b et e b e bbb e bt ereene s 58

Figura 31: Evolucdo diaria (fémeas) com o escore das lesdes durante o teste de eficacia
TEIAPBULICA. ... ettt bbbkttt bbbt bt e e b et et b et ereene s 58

Figura 32: (1) Vesiculas fechadas (11) Lesdes em processo de cicatrizacdo ap6s o rompimento
(0 F Yoy (ot U] - PSR 59

Figura 33: LesGes no dia de pico da infeccado, (1) machos, (I1) fémeas...........cccccevvvvveveennne. 61



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicéo das formulac6es semissolidas formadoras de filmes in situ................. 14
Tabela 2: Andlise estatistica da Regressao LINEar. .........cccoveiiiiiieiineieeeee e 30

Tabela 3: Teste de Grubbs para o fator resposta da curva de calibracdo em relacdo a deteccéo
[0 LR 0TU A 1T TSR RP USRS 31

Tabela 4: Dados de precisdo do método analitico, avaliacdo da repetibilidade (intra-dia) e a

precisdo INtermMediaria (INTEr-0iaS) .......c.civerereiereie et ens 33
Tabela 5: Dados de exatiddo (prilocaina e lidocaina) do método analitico..............cccccevevveenens 34
Tabela 6: Parametros avaliados para determinacdo da robustez do método analitico. ............. 35

Tabela 7: Dados de Robustez dos parametros temperatura, pH tampéo, vazao fase movel, lote
da coluna e composiGa0 da fase MOVEL............ccviviiiiiicec e 35

Tabela 8: Recuperacdo de prilocaina e lidocaina a partir da pele dermatomizada.................... 36

Tabela 9: Solubilidade (mg/mL) dos farmacos prilocaina e lidocaina, nas formas base nos

diferentes meios, a temperatura ambIENTE ..........cceovviiiiiiiiece e 37
Tabela 10: indice de consisténcia (k) indice de comportamento de fluxo (N). .........ccccevevuee.. 50
Tabela 11: Trabalho de biocadesdo para FI, F1 € FLT.......cccccoiiiiiii i 54
Tabela 12: Citotoxicidade da prilocaina e lidocaina em células Vero ........ccccccocevevviecvnnenenn, 54

Tabela 13: Atividade antiviral da prilocaina e lidocaina pelo método do MTT em células Vero
.................................................................................................................................................... 55

Tabela 14: Atividade virucida expressa em porcentagem de protecdo da infeccdo para
Prilocaing € lIAOCAING. ........coiiieiee e 56



ACV
ANOVA
ATCC
ATPase
CLAE
CcVv

DNA
DPR

EC

F1

F1T
FINERTE
HPMC
HSV

INT
LIDO
LIDO HCI
LogP

ME

NT

OMS
PBS
PRILO
PRILO HCI
PTFE
RDC
RVL
SNC

us

WO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aciclovir

Anélise de variancia

American Type Culture Collection
Enzima adenosinatrifosfatase
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Coeficiente de Variagdo

Acido desoxirribonucleico

Desvio Padréo Relativo

Estrato Corneo

Formulacéo 1

Formulagéo 1 acrescida de 1% de Transcutol®
Formulacdo sem adicao de farmacos
Hidroxipropilmetilcelulose

Herpes simplex virus

Infectados e néo tratados

Lidocaina

Cloridrato de Lidocaina

Logaritmo do Coeficiente de Parti¢do
Mistura Eutética

Né&o Tratados

Organizacdo Mundial de Saude
Phosphate Buffered Saline

Prilocaina

Cloridrato de Prilocaina
Politetrafluoretileno

Resolugdo Da Diretoria Colegiada
Regido Viscoelastica Linear

Sistema Nervoso Central

United States

World Intellectual Property Organization

Vi



SUMARIO

Resumo i
Abstract I
Lista De Figuras iii
Lista De Tabelas v
Lista De Abreviaturas e Siglas vi
1 INTRODUGAO........c.oiieeieeeeetee e ee et 1
2 REVISAO DE LITERATURA . .....oiieteeteeeteee ettt assas st aasen e, 3

K O 1= | = I LV @ SR PR PR PRRPRP 11
4 MATERIAIS E METODOS..... .ottt tes s enes s s s s senesses e 12
(=] T UL SRPRPUPPR PSRRI 12
4. 1.1 PEIE SUINA. ...ttt ettt et bbbt b s e s et e bbbt e b e neane e 12
4.1.2 Solucéo para ensaios de liberagdo e permeagao iN VItr0.........ccoovvevieieiienenc e 12
1153 (oo [0 LSS 12
4.1.3 Quantificacdo simultanea dos fArmMaCOoS...........cccveviiieiieie i 12
4.1.4 Estudo de solubilidade dos fArMAaCOS ..........cccveieieiericiccc e 13
4.1.5 Desenvolvimento de composic¢des precursoras de filmes in SitU..........cccovereieniieninnne 13
4.1.6 Teor dos fArmacos Na COMPOSICAD ........cceeiueieeiieeiee i e ste e e e e e e e sre e ernesree e 14
4.1.7 Avaliacdo in vitro do perfil de liberacdo dos farmacos a partir das formulagdes............. 14
4.1.8 Avaliagdo da formagao de filme IN SItU .......cccoviiiiiiice e 16
4.1.9 Estudos de permeacao passiva dos FAIMACOS...........cceceeriiiie i 16
4.1.10 Ensaio de bioadeSa0 IN VITIO .......ceuiiieieee e ee s 19
4.1.11 ANALISES REOIOGICAS ......oueeviiiiieiieiieie ettt 20
4.1.12 Avaliacao bioldgiCa IN VILIO.........ccueiiiieeie et 22
CUIUIA A8 CEIUIAS, VITUS ...veiieeie ettt ettt ettt e st e e st e e st e e e st e s e sab e e s sateessabeeesateean 22
ATIVIAAAE ANTIVITAL ... .ot te et sneenteeneenreenes 23
ATIVIOAAE VIFUCTOA ...ttt bttt et st et nne e 24
4.1.13 AvaliaGio DIOIOGICA IN VIVO......ceeiiiiiiiiie ittt 24
N 4 1 USRS 24
5  RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........coiieieseieieeeeirissesissssesissssesssss s sssssessessssnsssensnes 27
5.1.1 Quantificagao Simultdnea dos FArMACOS..........ccuririiieieie e 27
ST 121 V7T P To [ S SS 27
g T=T T To o [ USROS 29
o =T 00 17 Lo OSSR 32
= 1 T - o OSSR 33

Limite de Detecgdo e Limite de QUaNtifiCaCa0 ..........coveveieriiiiiiiiieeceeee e 34



RODUSEEZ ... e et e ettt e e e et e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeeaeeeeeens 34

Recuperacao a partir da PeIE SUINA .........ccueiveieiieieee et 36
5.1.2 Estudo de solubilidade dos fArMACOS..........cccuriieiriiieesee e 37
5.1.3 Desenvolvimento de formulagdes precursoras de filmes in SitU..........ccccceeviveieiieiieennenn, 38
5.1.4 Teor dos fArmacos Na COMPOSICAD .......ccvrevereerreeieieesteeeesreesreeseesseesseeseesseesseeseessessseeseens 39
5.1.5 Avaliagdo in vitro do perfil de liberagdo dos farmacos a partir da composig&o....................
..................................................................................................................................................... 40
5.1.6 Avaliagdo da formacgao de filme iN SItU .......cccooiiiiiiiiie e 43
5.1.7 Experimentos in vitro de permeacao passiva dos fArmacos..........c.ccocevrererneneneienennnn. 45
5.1.8 ANAlISES REOIOQICAS .......cciveeiiitieiieeie ettt sttt et st be e e sreesaeennesreene s 48
5.1.9 ENsaio de DI0AdESA0 IN VITIO .....cieeieiieiieie et see et esne e sneenee e e 53
5.1.10 Avaliacdo da citotoxicidade dos farmacos em células Vero..........cccceeevevevenninnnnnnnn, 54
5.1.11 Avaliacdo in vitro da inibicdo da multiplicacdo viral (HSV-1) pelos farmacos..................
..................................................................................................................................................... 55
5.1.12 Avaliacao bioldgiCa IN VIVO .......ccccuiiiiiicie et 56
5.1.13 Avaliacao da eficacia teraplutiCa IN VIVO ........c.ccceeveiieiiiie i 57
B CONCLUSOES. ..ottt 62
7  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooiveeeteeeseeiieesesese s e sessess s ssses s s, 63

ANEXOS .. 70



1 INTRODUCAO

Herpesviridae é uma familia de virus infecciosos que atingem os humanos. Até 2011,
foram isoladas 8 diferentes espécies: os herpes simplex virus 1 e 2 (HSV-1) (HSV-2),
varicella zoster virus (VZV), Epstein-Barr virus (EBV), cytomegalovirus, human herpesvirus
6 (HHV-6), human herpesvirus 7, (HHV-7) e human herpesvirus 8 (HHV-8). S&o virus de
DNA envelopados de cadeia dupla e estdo intimamente relacionados com infeccGes cutaneas.
(CHISHOLM & LOPEZ, 2011)

A doenca infecciosa denominada como herpes é causada pelos virus Herpes simplex
tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2). O HSV-1 esta mais relacionado com as lesdes orofaciais e
labiais, enquanto o HSV-2, as genitais. Entretanto, estudo realizado pela OMS, mostrou que o
HSV-1 é também uma causa importante de herpes genital (LOOKER et al., 2015).

A infeccdo por HSV-1e 2, ndo possui cura e o virus é transmitido pelo contato direto
com secrec¢des das areas infectadas. Ap0s a infeccdo primaria, o virus é transportado ao longo
dos neurbnios sensoriais periféricos para os ganglios onde permanecem em estado nao
replicante. Porém, periodicamente, 0 HSV pode se reativar, principalmente em condi¢fes
especificas de estresse onde ha depressdo do sistema imunoldégico (CONSOLARO &
CONSOLARO, 2009; BRADY & BERNSTEIN, 2004).

A lesdo tem aspecto desagradavel e sintomas desconfortaveis, incluindo dores e
ardéncia. Além de impactar psicossocialmente na vida dos portadores da doenca (DRENO et
al., 2012). O tratamento convencional é feito pelo uso de antivirais de acdo topica ou
sisttmica, como por exemplo, o aciclovir e seus derivados. Entretanto, recidivas s&o comuns e
0 uso generalizado desse antiviral tem levado ao desenvolvimento de resisténcia ao farmaco
(MORFIN & THOUVENOT, 2002). Nesse sentido, o desenvolvimento de novas terapias,
principalmente contra os virus resistentes ao aciclovir se faz necessario.

O desenvolvimento de uma terapia local efetiva para o herpes periddico, para uso em
individuos imunocompetentes enfrenta varios desafios, entre outros, a remissao natural da
lesdo, que é relativamente rapida, o que dificulta a demonstragdo da eficacia clinica
(SPRUANCE & KRIESEL, 2002). Dessa forma, o desenvolvimento de sistemas mais
eficazes para o tratamento do herpes requer um enfoque multidisciplinar, sendo necessario o
conhecimento da patogenia e da area de desenvolvimento de formulagdes. Além da
necessidade de que se estabeleca um protocolo clinico que possibilite a demonstracdo da

eficacia clinica das formulaces.



O uso de anestesicos locais com finalidade de dessensibilizacdo e prevencdo da
sensacdo dolorosa representa um dos grandes avancos na &rea da saude humana. Aos
anestésicos locais também sdo atribuidas: a) atividade antiviral.,onde um dos mecanismos de
acao sugerido foram interacdes fisico-quimicas entre os anestesicos e o envelope do virus
(YANAGI & HARADA, 1989) ou inibicdo da replicagdo viral (DE AMICI et al.,1996), a
inibicdo da fusdo do virus com a parede celular (POSTE & REEVE, 1974) e inibicdo da
ATPase (KUTCHAI & GEDDIS, 2001) também foram propostas; b) acdo anti-inflamatdria
superior aos dos agentes anti-inflamatorios nao esteroidais e alguns esteroidais, e reduzidos
efeitos colaterais (CASSUTO et al., 2006; JEFFREY et al., 2008) e c) acdo antimicrobiana;
sendo considerados adjuvantes ou alternativos aos tradicionais agentes antimicrobianos em
funcdo da habilidade de desestruturar ou aumentar a permeabilidade da membrana celular
(JOHNSON et al., 2008; BATALI, et al., 1999).

A primeira evidéncia clinica do uso de anestésicos em herpes data de 1989. Cassuto,
realizou estudo duplo-cego em pacientes infectados com, HSV 1 ou 2, utilizando uma
formulacdo placebo e outra, contendo os anestésicos topicos locais, prilocaina e lidocaina,
aplicados na fase prodrémica (fase anterior ao aparecimento da lesdo, na qual o local fica
dolorido com a sensacdo de ardéncia e apresenta-se eritematoso). Nenhum medicamento
antiviral foi usado pelos voluntérios por 2 meses antes da incluséo no estudo. Nesse estudo, é
relatado que houve prevencdo de 29% da erupcgéo de lesbes orais e 50% das lesbes genitais
(CASSUTO, 1989; CONSOLARO & CONSOLARO, 2009).

Diante das a¢6es farmacoldgicas atribuidas aos anestésicos e das evidéncias cientificas
até o momento, e a inexisténcia no mercado nacional de produtos com anestésicos, para a
aplicacdo em herpes, sua utilizacdo em formulacéao tépica para esse fim é promissora.

Os anestésicos além de combater o virus, contribuem com a reducdo do processo
inflamatdrio e infecgbes secundarias, especialmente apos o rompimento das vesiculas. Varias
formas farmacéuticas podem ser utilizadas para tal finalidade. No entanto a semissdlida
facilita a aplicagéo e o espalhamento. A transformagdo em uma pelicula fina e transparente,
sobre a lesdo, ap6s um curto periodo de tempo, favorece a manutencdo da formulagdo no
local, a permeagéo do farmaco, além de oferecer protecéo a leséo, evitando a desidratacéo do
local e, novos ferimentos. O filme transparente sobre o local de aplicagao torna o aspecto final

mais discreto evitando constrangimento ao usuario.



2 REVISAO DE LITERATURA

Herpes simplex virus 1 e 2

O HSV-1 e HSV -2 séo virus de DNA fita dupla com capsideo icosaédrico, envolto
por tegumento proteico e envelope lipidico contendo proteinas virais (Figura 1) e
pertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae. Embora sejam estruturalmente idénticos,
diferem antigenicamente: o0 HSV-1 dissemina-se, em maioria, pela via oral, seja pela saliva
infectada ou por lesdes em fase ativa; enquanto o0 HSV-2 ocorre preferencialmente nas regioes
genitais, sendo transmitido pelo contato com regiéo infectada. Entretanto, tanto o HSV-1 pode
estar presente em lesGes genitais como o HSV-2 em lesbes orofaciais (CHISHOLM &
LOPEZ, 2011; EL HAYDERI et al., 2011; AZAMBUJA, BERCINI & FURLANETTO,
2004; LOOKER etal., 2015).

Figura 1: llustracdo esquematica do HSV.
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Adaptado de Google Imagens.

A entrada do HSV 1 e 2 no organismo € iniciada por interagdes especificas entre o0s
virides e glicosaminoglicanos presentes na superficie das células do hospedeiro (TIWARI et
al., 2008). A infecgdo primaria pode ocorrer por dois mecanismos distintos em funcéo da
célula a ser infectada. O primeiro é através da fusdo da particula viral com os receptores
presentes nas células do hospedeiro, promovendo a entrada do nucleocapsideo (e. g. células
Vero). Enquanto o segundo acontece por meio da endocitose dos virions em vesiculas ligadas
a membrana (e.g. células HeLa) (SHUKLA& SPEAR, 2001; NICOLA et al., 2005). Anélises



realizadas por microscopia eletronica, logo apds a infec¢do de células epiteliais detectaram
tanto virions fundidos a membrana plasmatica, como dentro das vesiculas (NICOLA, MC
EVOY & STRAUS, 2003).

Uma vez estabelecida a infeccdo primaria, os HSV ¢ transportado ao longo dos
neurbnios sensoriais periféricos para os ganglios neuronais onde permanece por tempo
indeterminado em estado n&o replicativo, denominado estado latente de infeccdo (Figura 2)
(BRADY & BERNSTEIN, 2004). Em casos clinicos que acometem a face, o ganglio mais
afetado é o trigemial (CONSOLARO & CONSOLARO, 2009). O mecanismo na regulacao da
laténcia ainda ndo é bem esclarecido, mas envolve a transcricdo de genes de laténcia (LATS)
nos neuronios infectados (NICOLL, PROENCA & EFSTATHIOU, 2012).

Figura 2: Sistema esquematico do ciclo de vida do HSV.

Ginglio

Adaptado de Perkins, 2002.

Periodicamente, 0 HSV pode ser reativado em condigdes especificas de saude (e.g.
exposicao excessiva ao sol, queda no sistema imunoldgico) e migra pela terminagdo nervosa
até a pele ou mucosa, caracterizando a fase de recorréncia da infecgdo (BRADY &
BERNSTEIN, 2004).



Herpes labial

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a prevaléncia de pessoas infectadas
com HSV-1 corresponde a 67% da populagdo mundial. A Organizacdo alerta para o fato de
que as estimativas sdo baseadas em casos sintomaticos, entretanto, um grande ndmero de
infeccdes é assintomatica (LOOKER et al., 2015).

O primeiro contato com o HSV-1 acontece geralmente na infancia (NICOLL,
PROENCA & EFSTATHIOU, 2012). Infeccbes em seres humanos foram documentadas
ainda na Grécia Antiga. Hipocrates usou a palavra herpes, cujo significado é rastejar, para
descrever as lesGes que apareciam proximas umas das outras (FONSECA, 1999). Embora a
doenca tenha sido caracterizada anteriormente pela presenca das lesbes, apenas em 1873, foi
reconhecido o potencial infeccioso do HSV em humanos (WILDY, 1973).

A manifestacdo clinica do herpes simples labial ocorre em 3 periodos clinicos
distintos: prodrémico, clinico ativo e reparatério. O primeiro se inicia geralmente, 24 horas
antes da aparicdo das vesiculas. Essa fase € caracterizada por discreto edema, prurido,
ardéncia e eritema (Figura 3). Na maioria dos casos, € relatado formigamento na regido
peribucal. A percepcdo da sintomalogia nesse momento e inicio do tratamento previne, na
maioria dos casos, 0 avango para o periodo clinicamente ativo da doenca (CONSOLARO &
CONSOLARO, 2009).

Figura 3: Manifestacdes clinicas presentes no periodo prodrémico.

Y. L‘.-'
Adaptado de Consolaro & Consolaro, 2009.



O periodo clinico ativo inicia-se com o aparecimento das primeiras papulas que
evoluem para vesiculas e bolhas contendo o exsudato inflamatdrio e particulas virais (Figura
4). O agrupamento das vesiculas origina a lesdo herpética, conhecidamente dolorosa. Essa
fase dura de 2 a 4 dias e tem alto risco de contaminacao, uma vez que as vesiculas se rompem
e liberam os virions (CONSOLARO & CONSOLARO, 2009).

Figura 4: Manifestacdo clinica no periodo clinicamente ativo.

Arquivo do grupo de pesquisa.

Ap6s o rompimento das bolhas hd melhora significativa nos sinais e sintomas. Em
alguns casos, as lesbes involuem e o exsudato seroso € reabsorvido. Inicia-se 0 processo de
cicatrizagdo, denominado como periodo reparatorio com formacgédo da crosta e duracdo 2 a 4
dias (Figura 5) (CONSOLARO E CONSOLARO, 2009).

Figura 5: Processo de cicatrizagdo de lesdo herpética.

Arquivo do grupo de pesquisa.



O aciclovir (2-amino-1,9-diidro-9-[(2-hidroxietoxi)metil]-6H-purina-6-ona) é um
nucleosideo analogo de purina, cujo alvo é a DNA polimerase viral. Outros analogos séo
disponiveis comercialmente para o tratamento do herpes entre eles, o ganciclovir e
penciclovir. Ainda que eficazes estes compostos andlogos a nucleosideos purinicos sao pouco
sollveis em &gua e, portanto tem reduzida biodisponibilidade. Sendo assim, é necessario um
tempo relativamente longo para o paciente se recuperar, aproximadamente duas semanas.

Formulagcdes com estes compostos sdo disponiveis no mercado tanto para aplicagédo
topica e acdo local (cremes e pomadas), quanto para administracdo por via oral e agédo
sistémica (comprimidos), para ambas o periodo de tratamento varia de 7 a 14 dias.

O tratamento de doengas graves, tais como infec¢cdes neonatais ou encefalite, requer o
uso de infusdo intravenosa de antiviral (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2002). A aplicacao de terapia fotodinamica € uma das op¢Oes atuais para o
tratamento (MAROTTI et al., 2008). Entretanto, essa técnica necessita de profissional
capacitado para a aplicacdo e equipamentos de alto custo, onerando o tratamento.

Embora bem estabelecido, o tratamento atual para herpes tem eficacia limitada
especialmente sobre sinais, sintomas e formacao de crosta durante o processo de cicatrizagéo,
uma vez que ndo oferece protecdo a lesdo (KHEMIS, et al., 2012). Ademais, recidivas sdo
comuns de acordo com o sistema imunoldgico do individuo e condic¢des climéticas as quais é
exposto. Dessa forma, o desenvolvimento de novas terapias, incluindo vacinas e sistemas de
liberacdo, contra o HSV vem sendo estudado, principalmente devido ao aumento da
incidéncia da doenca nos ultimos anos (LOOKER et al., 2015; BELSHE et al., 2012;
JOHNSTON, KOELLE & WALD, 2014).

Ainda que haja o empenho na busca de novos agentes antivirais, nenhum deles foi
capaz de promover a cura para a infec¢do ou diminuir o tempo de tratamento, uma vez que,
agem apos a infeccdo do virion na célula hospedeira. A busca por novos agentes terapéuticos
deve ser direcionada anteriormente a entrada do virion na célula (AKHTAR & SHUKLA,
2009).

Prilocaina e Lidocaina
A anestesia local é definida como o bloqueio reversivel da condugdo nervosa sem

alteracdo da consciéncia. Sendo assim, 0s anestésicos locais atuam no processo de excitagdo-
conducdo na membrana celular (CARVALHO, 1994).



Em 1860, Niemann descreveu o primeiro anestésico local, a cocaina (Erytroxycolon
coca), um éster do acido benzéico (JACKSON & McLURE, 2006). Em 1884, Karl Koller
utilizou pela primeira vez o farmaco em um procedimento oftdlmico (BISCOPING &
BACHMANN-MENNENGA, 2000). Essa descoberta possibilitou a sintese da benzocaina,
seguida da procaina. Finalmente, em 1943, Loefgren sintetizou a lidocaina, derivada do acido
dietil-aminoacético, primeiro anestésico da classe das amidas e com menos reagdes alérgicas
guando comparada aos anestésicos da classe dos esteres (SOBANKO, MILLER & ALSTER,
2012).

A prilocaina foi descrita pela primeira vez em 1960 (MALAMED, 2004). A sua
associacao com a lidocaina por via tépica, € uma estratégia comumente utilizada tanto em
procedimentos dermatolégicos como odontoldgicos. A juncdo desses farmacos resulta em
uma mistura eutética a temperatura ambiente, com ponto de fusdo abaixo da temperatura da
corporal, o que favorece a permeacdo dos farmacos (FIALA, JONES, BOWN, 2010;
SOBANKO, MILLER, ALSTER, 2012).

Administracdo topica de farmacos

A pele constitui a principal barreira de entrada para substancias e agentes nocivos no
organismo. Além de oferecer protecdo contra a radiacdo ultravioleta e desidratacio. E
formada por trés camadas distintas: epiderme, derme e hipoderme. Além de apéndices

cutaneos: glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos, (Figura 6) (FOLDVARI, 2000).

Figura 6: Estrutura da pele.
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Adaptado de Moser et al., 2001.



A epiderme é uma camada estratificada e avascularizada. Na superficie externa da
epiderme h&d uma camada de células mortas e queratinizadas, denominadas cornedcitos
dispersos em uma matriz lipidica, que constituem o estrato corneo. Essa estrutura altamente
organizada confere a essa camada uma caracteristica altamente lipofilica, e a ela é atribuida a
funcdo de maior barreira contra o ambiente externo (MOSER et al., 2001; MEDEIROS et al.,
2010). A chamada epiderme viavel é constituida por multiplas camadas de queratinécitos em
diversos estagios de diferenciacao celular. Melandcitos, células de Langerhans, fosfolipideos,
enzimas e células dendriticas (FOLDVARI, 2000).

A derme é rica em vasos sanguineos, linfaticos e terminag@es nervosas. Macrofagos,
mastécitos, fibroblastos e leucocitos também estdo presentes. A hipoderme é a camada
subjacente e € composta, em maioria, por tecido adiposo. Foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e glandulas sudoriparas sd@o encontrados na derme e hipoderme (FOLDVARI, 2000).

Existem, em teoria, trés maneiras de substancias atravessarem o estrato corneo. Na via
transcelular, as substancias se difundem através dos cornedcitos e matriz lipidica. Na via
intercelular, as substancias se difundem apenas pela matriz lipidica entre 0s cornedcitos. A
terceira via, consiste na permeacdo de substancias através da estrutura dos apéndices
cuténeos, entretanto, esses representam apenas 0,1% da superficie da pele (Figura 7). Nesse
sentido, farmacos que apresentam elevada hidrofilia, quando incorporados em formulacdes
destinadas a permeacdo pela via cutanea, terdo dificuldade em penetrar o estrato cérneo.

Enquanto, se apresentar elevada lipofilia, tera tendéncia a ficar retido (OLIVEIRA, 2008).

Figura 7: Vias de permeacdo de substancias na pele.
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Sendo assim, o grande desafio no desenvolvimento de novos sistemas de uso tépico, é
fazer com o0 que o ativo penetre o estrato cdrneo e permeie para a camada da pele onde se

deseja obter efeito.
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3 OBJETIVO

Desenvolver e avaliar in vitro e in vivo formulac6es semissolidas contendo anestésicos

topicos locais para o tratamento de lesdes causadas pelo virus HSV-1.

Metas

= Revalidar método analitico de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para
quantificacdo simultanea da prilocaina e lidocaina;

= Desenvolver composicBes semissolidas formadoras de filme in situ;
= Avaliar o efeito do promotor de absorcdo Transcutol®;

= Caracterizar farmacotecnicamente as composi¢Ges por meio de experimentos de
liberacdo, permeacdo, propriedades adesivas e analises reoldgicas;

= Avaliar o potencial in vitro dos anestésicos na inibicdo da multiplicacdo viral;
= Avaliar o potencial in vivo de irritacdo dérmica das composi¢oes desenvolvidas;

=Avaliar a eficdcia in vivo do tratamento desenvolvido;
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4 MATERIAIS E METODOS

Materiais

4.1.1 Pelesuina

Foram obtidas de orelha de porco coletadas imediatamente ap6s o abate dos animais
em frigorifico fiscalizado pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) (Frigorifico Olhos D'agua,
Ipua, SP, Brasil). As orelhas foram mantidas em aproximadamente 4°C enquanto

transportadas para o laboratério, onde foram dissecadas.

4.1.2 Solucdo para ensaios de liberacéo e permeacéo in vitro

Solucéo aquosa composta por mistura de sais sendo 0,16M de Na,HPO,, 0,00138M de
KH,;HPO, e 0,136M de NaCl (MASHRU et al., 2005). O pH foi ajustado para 7,0 usando
solugdes de HCI 0,21M ou NaOH 0,1M.

Métodos

4.1.3 Quantificacdo simultanea dos farmacos

As andlises foram realizadas usando um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE), modelo Proeminence (Shimadzu®) com detector espectrofotométrico de arranjo de
diodos (DAD - modelo SPDM20A), degaseificador (DGU-20A5R) e auto-amostrador (SIL-
10AF).

As condicbes cromatograficas se basearam no método desenvolvido por
CUBAYACHI, 2014, e o método analitico foi revalidado para adequar aos objetivos do
estudo. Fase movel composta por mistura de acetonitrila, tampéo fosfato de sddio 0,03M pH
6,0 (1:1 v/v) € 0,03% (v/v) de dietilamina, volume de inje¢ao de 20 pL, fluxo isocratico com
vazdo de 1 ml/min em coluna de fase reversa C18 (Gemini Phenomenex 250 x 4,6 mm, Sum)
e temperatura controlada a 40°C. O tempo de eluicdo totalizou 20 min e a detecc¢do ocorreu a
203nm. A aquisicdo e andlise dos dados foram feitas com o software Shimadzu®
LabSolution.

A revalidacdo do método analitico contemplou parametros de seletividade, linearidade

e intervalo, sensibilidade (limites de deteccdo e quantificacdo), precisdo, (repetibilidade e
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precisdo intermediaria), exatiddo e robustez segundo as diretrizes propostas na RDC 166,
2017 (ANVISA, 2017).

Para as quantificacbes das amostras provenientes dos ensaios de liberacdo, teor e
farmaco remanescente no filme formado in situ, as curvas foram preparadas em fase moével
com ambos os padrdes analiticos (100%, Sigma®) na faixa de concentracio de 1,0ug/mL a
50,0 pg/mL.

As quantificacbes envolvendo extracdes a partir de tecido bioldgico, curvas analiticas
foram inicialmente preparadas seguindo o mesmo protocolo de extracdo (item 4.1.9.2) para

avaliacdo de possiveis perdas dos analitos durante o processo.

4.1.4 Estudo de solubilidade dos farmacos

A solubilidade de cada farmaco (PRILO e LIDO) foi avaliada em &gua, tampéao fosfato
de sédio 30mM pH 7, solucdo receptora (item 4.1.2) contendo ou ndo tween 80 a 1%. Apo6s
48h de agitagdo (300rpm) e 24h de repouso, as dispersdes foram filtradas em membranas de

nylon 0,22uM, 13mm de didmetro e os farmacos quantificados.

4.1.5 Desenvolvimento de composic¢des precursoras de filmes in situ

O sistema semissélido é composto por hidroxipropilmetilcelulose K100 (Colorcon®),
propilenoglicol (Synth®), policarbofil (Noveon®) e tamp&o fosfato de sédio pH 7. Para o
preparo da composicdo, os farmacos (PRILO e LIDO Nortec®) foram homogeneizados em
gral e pistilo até a formacdo da mistura eutética (ME), na sequéncia, adicionou-se 0
policarbofil, propilenoglicol, Transcutol P® (Gattefossé®) quando incluido, HPMC K100 e o
tampdo fosfato de sédio pH 7. Os cloridratos foram preparados de maneira similar, exceto a
mistura eutética. Apos preparacdo, as formulagfes foram mantidas em repouso por 24h
(Tabela 1).
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Tabela 1: Composicéo das formulacGes semissolidas formadoras de filmes in situ.

Componentes F FP FL

(% m/m) INERTE F1 F1ClI base FPCI base FLCI F1T
PRILO - 8,8 - 8,8 - - - 8,8
LIDO - 8,8 - - - 8,8 - 8,8
PRILO HCI - - 8,8 - 8,8 - - -

LIDO HCI - - 8,8 - - - 8,8 -

HPMC K100 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Carbofil 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Propilenoglicol 55 55 55 55 55 55 5,5 5,5
Transcutol® - - - - - - - 1,0
Tampéo asp gsp asp asp gsp asp asp asp

Fosfato Na pH 7 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

FINERTE: Formulacdo sem farmacos, F1: Formulagdo 1,F1CIl: Formulagdo 1 com cloridratos,
FPbase: Formulacdo prilocaina base, FPCI: Formulagdo prilocaina cloridrato, FLbase: Formulagdo
lidocaina base, FLCI: Formulacao lidocaina cloridato, F1T: formulagéo 1 + Transcutol®

4.1.6 Teor dos farmacos na composicao

Amostras de 20mg de composi¢do foram diluidas em fase movel sem o aditivo
(dietilamina) e mantidas em banho de ultrassom por 5 min. Apds filtragdo em membrana de
nylon 0,22nm, os farmacos foram quantificados no filtrado. Os teores foram expressos como

porcentagem de farmaco na composicdo semissolida. Os ensaios foram feitos em triplicata.

4.1.7 Avaliacgdo in vitro do perfil de liberacao dos farmacos a partir das formulacGes

O estudo foi realizado inicialmente a temperatura ambiente (em torno de 25°C)
utilizando células modificadas de difusdo vertical, com agitacdo constante (300rpm) em
agitador magnético. Posteriormente, essas células foram substituidas por células de difusdo
vertical encamisadas, (Figura 8) acopladas a um sistema de circulacdo de dgua com controle
de temperatura, tornando possivel a realizacdo do ensaio a 37°C, sob a mesma agitagéo.

Solucgéo salina foi utilizada como meio receptor (item 4.1.2).
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Figura 8: Célula de difusdo vertical encamisada; A: saida de 4gua; B: entrada de agua; C:
coleta de aliquotas; D: compartimento doador; E: compartimento receptor.

Arquivo do grupo de pesquisa.

Entre os compartimentos doador e receptor foi inserida membrana de éster de celulose
previamente hidratada (Fisher Scientific®). No compartimento doador das células foram
colocados 170 mg da composicdo, equivalente a 30 mg dos farmacos. A mistura eutética
(ME) PRILO:LIDO (1:1) também foi avaliada.

Aliquotas de 1,0 mL do liquido receptor foram coletadas em tempos pré-determinados
pelo tempo total do experimento, realizado em dois tempos, por 1h e 24h e o volume
equivalente reposto com nova solugdo. Os farmacos foram quantificados por CLAE. Os
ensaios foram realizados em quintuplicata. As quantidades cumulativas de farmaco

dissolvidos foram calculadas segundo a equagéo 1:

Qreal,t = (Cm, t *Vr)+[ZQa *VaJ
n-1
Y
Onde:
Qreal, t = quantidade real liberada acumulada no tempo t;
Cm, t = concentracdo determinada da amostra no tempo t;
Vr = volume do receptor;
Va = volume de amostra coletada;

Qa = quantidade de amostra coletada
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Para andlise estatistica empregou-se Anélise de Variancia (ANOVA Two way),
seguida do pos-teste Bonferroni, utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad
Software Inc., CA, EUA). Em todas as analises, foram considerados significativos valores de
p menores ou iguais a 5% (p < 0,05).

Comparacdo entre os dois sistemas em relacdo ao controle de temperatura: Com o

intuito de avaliar a influéncia do controle da temperatura nos resultados bem como o novo
modelo de células, foi realizado um estudo comparativo entre as duas técnicas no ensaio de

liberacdo in vitro.

4.1.8 Avaliagdo da formacéo de filme in situ

Sobre area delimitada do antebraco higienizado (com sabonete liquido) de voluntérios,
com filme adesivo e transparente (n=2), (CAAE: 45356915.6.0000.5419 — Anexo 1), foram
aplicados 170mg da composicdo F1 e F1T (equivalente a 30mg de farmaco). O experimento
foi realizado em quintuplicata e acompanhado por uma hora, foi observado o tempo de
formacdo do filme e a facilidade de remoc¢do do mesmo. Os farmacos remanescentes foram
extraidos do filme formado in situ em 10mL de fase movel (ACN:Tampdo pH6 sem
dietilamina) e quantificados por CLAE.

Para andlise estatistica aplicou-se teste t de Student, ndo pareado, utilizando software
GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Software Inc., CA, EUA). Foram considerados significativos

valores de p menores ou iguais a 5% (p < 0,05).

4.1.9 Estudos de permeacao passiva dos farmacos

4.1.9.1 Preparo e selecdo das peles

Ap0s a dissecacdo das orelhas suinas, as peles foram lavadas com agua destilada e
armazenadas em freezer (-80°C) até o momento de selecdo para 0s experimentos de
permeacao passiva.

Para os experimentos de permeacdo passiva in vitro, as peles foram dermatomizadas
(espessura de 700um) e 0 excesso de pelo aparado. A integridade das peles foi avaliada pela
resisténcia a passagem da corrente elétrica (resistividade elétrica) (POLAT et al., 2011,
KARANDE, JAIN, MITRAGORTRI, 2006).
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Os fragmentos de pele dermatomizada foram colocados entre os compartimentos
doador e receptor das células de difusdo vertical encamisadas e com temperatura mantida a
37°C + 2 e 4rea disponivel para permeacao de 4,9 cm? e estas, foram preenchidas com solucdo
salina pH 7. O eletrodo de Ag foi colocado no compartimento doador e o AgCl no receptor e
ligados a gerador de sinal (modelo 33210 A Agilent) e a multimetro digital (modelo ET 2053,
Minipa). Apos a aplicacdo de corrente alternada de 100 mV (RMS) de poténcia e 10 Hz de
frequéncia, a intensidade da corrente elétrica gerada foi medida. A resisténcia das peles (r) foi

calculada segundo a equacéo 2:

r (KQ/ cm2)= VT/I )

Onde:
V: tenséo aplicada (100mV)
I: intensidade da corrente medida (nA)

A: 4rea da mucosa em contato com o meio receptor (4,9cm?)

Foram consideradas intactas e adequadas ao uso, as peles com resistividades iguais ou
superiores a 50,0 KQ/cm? (POLAT et al., 2011).

Nos experimentos de permeacdo passiva in situ foram utilizadas peles de orelha de
porco sem o processo de dermatomizacéo.

Os resultados foram analisados usando teste T Student ndo pareado monocaudal com o
software GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Software Inc., CA, EUA). Em todas as analises,

foram considerados significativos valores de p menores ou iguais a 5% (p < 0,05).

4.1.9.2 Experimento de permeacao passiva da formulacao in vitro

Foram utilizadas células e condi¢BGes descritas no item 4.1.9.1. O compartimento
doador foi isolado do receptor utilizando peles de orelha suina dermatomizadas. Apos atingir
0 equilibrio da temperatura, em aproximadamente 1h, foi adicionado, no compartimento
doador 170mg da composicdo, equivalente a 30 mg dos farmacos, a composi¢do foi
distribuida por toda a area disponivel. O liquido receptor (item 4.1.2) foi mantido sob agitacéo
(300 rpm) em agitador magnético. Ao final dos 60 minutos uma aliquota de 1,0mL foi
retirada. O experimento foi realizado em quintuplicata. Os farmacos foram quantificados por
CLAE.
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Ao final do experimento, as peles foram removidas das células de difusdo, lavadas por
cerca de 30 segundos, com agua destilada até a remocdo de toda a formulacéo (Figura 9), em
seguida picotadas usando tesoura previamente higienizada, colocadas em tubos cdnicos tipo
Falcon®, adicionadas de 20 mL de fase mével sem aditivo. Ap6s agitacdo em vortex por 1
min e em banho de ultrassom por 30 min, as suspensdes foram centrifugadas a 70000rpm por
15 min. Os contetidos foram filtrados em membrana PTFE. 0,45um e quantificados em CLAE

para determinacao das quantidades retidas no tecido (ug/cmz).

Figura 9: Fragmento de pele dermatomizada ap0s a retirada da formulacdo remanescente.

Arquivo do grupo de pesquisa.

4.1.9.3 Experimento indireto de permeacdo passiva in situ

Sobre 4rea conhecida (4cm?) de pele ndo dermatomizada foram colocados 170mg de
formulacdo. Para favorecer a formacéo do filme, as peles foram mantidas em estufa (45°C)
por 30 minutos. E na sequéncia, em temperatura ambiente (25+ 2°C) até o final de 1 hora. O
filme formado foi retirado e reservado para quantificacdo dos farmacos remanescentes
(Figura 101). A regido da pele que esteve em contato com a formulagdo foi submetida a
técnica de tape stripping. Nesse experimento ha a remocgéo progressiva do estrato corneo por

meio de fitas adesivas (Figura 1011).
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Figura 10: (I) Filme formado apos 1h (11) Representacdo esquematica do método de tape
stripping.

Fita adesiva

™

EC

Epiderme

I 11
() Arquivo do grupo de pesquisa; (I1) Adaptado de Moser 2001.

As 10 fitas adesivas utilizadas foram colocadas em um tubo tipo Falcon®, com 40 mL
de fase movel sem aditivo e o contelido foi agitado em vortex por 1 minuto e filtrados em
membrana PTFE. 0,45um. Os farmacos foram quantificados por CLAE para determinacgdo
das quantidades retidas no estrato corneo.

A pele remanescente foi processada conforme descrito no item 4.1.9.2. O experimento

foi realizado em quintuplicata.

4.1.10 Ensaio de bioadesao in vitro

A bioadesividade das composi¢des foi avaliada em analisador de textura TAXT plus
(Stable Micro Systems®) utilizando pele de orelha de porco sem o processo de
dermatomizacao.

Fragmentos de pele com aproximadamente 5cm? de area foram fixados com cola
instantanea (LOCTite®) em placas circulares de acrilico e entdo, colocadas na parte inferior
do aparato do analisador (Figura 111). Em seguida, o dispositivo superior do equipamento,
contendo 0,5g de formulagéo foi movimentado para baixo até encontrar a pele e mantido em
contato por 60s (Figura 1111). A forca aplicada foi de 0,5N e a velocidade de pré-teste e pds
teste foi del mm/s. O trabalho de mucoadesdo (area sob a curva de forga vs. distancia) foi
determinado com o auxilio do software Exponent (Stable Micro Systems, UK). A analise foi

realizada em quintuplicata.
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Figura 11: (1) Aparato para a realizacdo do experimento; (I1) Experimento em execucao.

Arquivo do grupo de pesquisa.

4.1.11 Andlises Reoldgicas

4.1.11.1 Reometria de cisalhamento continuo

As andlises reoldgicas de cisalhamento continuo foram obtidas utilizando redmetro

Haake MARS 1I (Haake®), no modo de fluxo, em temperatura ambiente (25°C £ 2), com
geometria de cone-placa de 35 mm de didmetro, separadas por uma distancia fixa de 0,104
mm. As amostras foram cuidadosamente aplicadas a placa inferior do redmetro, assegurando
o minimo cisalhamento da formulagdo e permitindo um tempo de repouso (relaxamento da

tensdo introduzida antes da analise) de Imin antes de cada analise. A curva ascendente de
fluxo foi obtida com gradiente de cisalhamento partindo de 0 s'1 22000 s™le a descendente de

2000 s tate 0571,

O gradiente de cisalhamento foi aumentado durante um periodo de 150 s, mantido no
limite superior por 10 s e posteriormente diminuido durante um periodo de 150 s. A selegao
da faixa de gradientes de cisalhamento foi realizada de acordo com a consisténcia de cada
formulagdo (JONES et al., 2001). Em cada caso, as propriedades de cisalhamento continuo

de, no minimo, trés replicatas foram determinadas. As curvas ascendentes de fluxo foram
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analisadas utilizando a equacdo de Oswald de Waele (Lei da Poténcia - Power Law; Equagao

3) (MALKIN, 1994; MARTIN; BUSTAMENTE; CHUN, 1993):

0:K~Yn<4)
Onde:

o= Tensao de cisalhamento;
k= Indice de consisténcia;
y= Gradiente de cisalhamento;
n = Indice de fluxo.
A tensdo de cisalhamento, o indice de consisténcia, o gradiente de cisalhamento e o

indice de fluxo foram determinados utilizando o programa RheoWin 4.10.0000 (Haake®).

4.1.11.2 Reometria oscilatoria

A anadlise do comportamento viscoelastico dos sistemas foi realizada na temperatura
de 25 °C utilizando um redmetro MARS |1 (Haake®), no modo oscilatério, com geometria
cone-placa de 35 mm de diametro, separadas por uma distancia fixa de 0,052 mm. Para cada
amostra, a Regido Viscoelastica Linear (RVL) foi investigada pelo aumento da tensdo
oscilatéria a uma frequéncia fixa. A RVL foi identificada como a regido onde a tensdo e a
deformacéo foram diretamente proporcionais e o modulo elastico (G”) permaneceu constante.

Uma tenséo dentro da RVL foi selecionada para subsequentes andlises de varredura de
frequéncia. Assim como na reometria de fluxo continuo, as amostras foram cuidadosamente
aplicadas a placa inferior do redbmetro, assegurando o minimo cisalhamento da formulacéo e
permitindo um tempo de repouso, para relaxamento da tensdo aplicada antes da andlise,
durante 5 minutos anteriormente a cada determinacdo (BRUSCHI, 2006; BRUSCHI et al.,
2007). Trés replicatas, foram analisadas para cada amostra sob tensdo constante e intervalo de
frequéncia de 0,1 a 10,0 Hz. O modulo eléstico (G’), o modulo viscoso ou de perda (G”), a
viscosidade dindmica (n’) e a tangente de perda ou viscosa (tan 0) foram determinados

utilizando o programa RheoWin 4.10.0000 (Haake®).
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4.1.12 Avaliacao bioldgica in vitro

Os estudos foram realizados em parceria com o Laboratdrio de Inovacdo Tecnoldgica
no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos, da Universidade de Maringa, liderado pela

professora Tania Ueda Nakamura.

Cultura de células, virus

Foram utilizadas células VERO (CCL-81 — ATCC), cultivadas em garrafas plasticas,
com tampa rosca e dispositivo de entrada de CO2 (TTP), com meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM - GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB —
GIBCO) e penicilina(50u/mL) e estreptomicina (0,05mg/mL), mantidas em estufa Umida com
tenséo de 5% de CO,, 37°C (Fischer Scientific), durante todo o seu cultivo. Para observagao
das células em cultura, foi utilizado microscopio invertido (Olympus, modelo CKX 41).

A cepa de HSV-1 utilizada foi a KOS (VR-1493 — ATCC). Para a propagacéo e
obtencdo de novas aliquotas virais, uma garrafa de células, com monocamada confluente, foi
infectada com aliquotas da suspensdo viral pura, e mantida em estufa umida, 37°C. Quando
apresentaram 80% ou mais de efeito citopatico o conteudo da garrafa foi centrifugado e o
sobrenadante, contendo as particulas virais, coletado, aliquotado e armazenado em freezer -
20°C.

4.1.12.1 Avaliacéo da citotoxicidade dos farmacos em células Vero

As células foram subcultivadas com tripsina, e distribuidas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 2,5 x 10° céls/mL e incubadas em estufa Gmida, 37°C, 5% de CO,_ As células
foram recobertas com 200 uL/pogo das solugdes de meio de cultura (DMEM), contendo a
concentracdo desejada de cada farmaco, em triplicata.

Apos a incubacdo, a viabilidade celular foi determinada pelo Método Indireto do MTT,
desenvolvido por Mosmann, é um metodo colorimétrico que se baseia na reducdo enzimatica
realizada por desidrogenases mitocondriais, do sal de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil tetrazolium, sal de coloracdo amarela e soluvel em &gua) em formazan (E,Z-
1-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-1,3-difenilformazan, sal de coloracdo arroxeada e insolGvel em
agua) em celulas metabolicamente ativas. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, sera

diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (MOSSMAN,1983).
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Apobs remogdo dos meios de cultura contendo os farmacos, os pogos foram lavados
com 100 pL de PBS, e, posteriormente, adicionados 50 uL/poco de MTT (2 mg/mL), exceto
no branco. Em seguida, a placa foi incubada por 4h, ao abrigo da luz, em estufa 37 °C. DMSO
(dimetilsulféxido) foi adicionado em todos os pogos (150 uL/pogo), inclusive no branco, € a
leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), em
570 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata. A viabilidade celular dos tratamentos
foi comparada com a viabilidade do controle de células e determinada a concentracdo capaz

de destruir/inviabilizar 50% da monocamada celular, de acordo com a férmula a seguir.

% de toxicidade celular = [1 — (D.O. tto/ D.O. cc)] x 100
Onde:
D.O. tto: densidade 6ptica das células tratadas;
D.O. cc: densidade dptica do controle de células.

4.1.12.2 Avaliacdo in vitro da inibicdo da multiplicacdo viral (HSV-1) pelos farmacos

Atividade antiviral

Para experimentos de atividade antiviral (atividade do farmaco apds a infeccdo)
monocamadas de células Vero foram cultivadas em placas de 96 pocos e, apds 24 horas de
incubacdo para confluéncia, as células foram lavadas com PBS e infectadas com 25 pL de
suspensdo viral TCID50 (dose infectiva de 50%), de cepa KOS, e incubadas por 1h, 37 °C,
5% CO,. Apos a incubagdo, sobre as células infectadas foram adicionados 175 pL/pogo de
cada concentracdo avaliada, em triplicata. Apos 72h de incubacdo em estufa tmida 37°C, 5%
CO,, a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Aciclovir foi utilizado como
controle positivo. A atividade antiviral para a cepa KOS foi determinada de acordo com o

percentual de inibigdo do efeito citopatico:

% inibicéo = [(DO ttdo — DO cv) / (DO cc — DO cv)] x 100
Onde:
DO ttdo: densidade éptica do tratado;

DO cv: densidade optica do controle de virus;
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DO cc: densidade Optica do controle de células.

Atividade virucida

A fim de verificar a atividade direta sobre a particula viral, anterior a infeccdo na
célula, uma suspensdo de HSV-1 foi incubada 1h em estufa Umida, 37 °C, 5% CO,
juntamente com as concentrages testadas dos farmacos. (EKBLAD et al., 2010).

Ap0s esse periodo, as amostras tratadas, ndo tratadas e meio de cultura sem o virus
foram adicionadas a monocamada de células por uma hora, a 37°C. O indculo foi entdo
retirado, as células foram lavadas com PBS duas vezes e DMEM (2x). Carboximetilcelulose
(1% em agua estéril) foi adicionada.

Apds 72 horas de incubacdo em estufa itmida 37°C, 5% CO,, as células foram fixadas,
coradas com solucdo de cristal violeta e, as placas de lise contadas. Os ensaios foram
realizados em duplicata em dois momentos diferentes. A porcentagem de inibicdo é obtida

pela relacdo como na equacdo abaixo:

% da inibicéo de placas = 1 — (n° de placas de lise do tratado/ n° de placas de lise do
controle de células) x 100

4.1.13 Avaliagdo biologica in vivo

Os estudos foram realizados em parceria com o Laboratério de Inovagdo Tecnoldgica
no Desenvolvimento de Farmacos e Cosméticos, da Universidade de Maringd, liderado pela

professora Tania Ueda Nakamura.

Animais

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram conduzidos de acordo
com as metodologias preconizadas pela ANVISA (2013) e o projeto foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Estadual de Maringd (CEUA n°
4800161216, Anexo 2).
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4.1.13.1 Avaliacdo do potencial de irritacdo dérmica in vivo

A capacidade de causar irritacdo dérmica foi avaliada conforme metodologia descrita
por Chattopadhyay e colaboradores (2009). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, sendo
cada grupo composto por 10 animais (cinco machos e cinco fémeas), anestesiados com
50mg/kg de pentobarbital para remocéo dos pelos da regido dorsal. No dia seguinte, sobre o
local epilado, com o auxilio de espatula descartavel, foi aplicado o esquema terapéutico a

sequir:

Dose de 170 mg de formulacao:

* Grupo 1: Formulacéo Inerte (F Inerte);
* Grupo 2: Formulagdo 1 (F1);

* Grupo 3: Formulagdo 1T (F1T);

= Grupo 4: Controle (Animais ndo tratados - NT)

Apo6s 24h, as formulagfes foram removidas com &gua morna e os animais foram
examinados ap6s 1h para avaliar o aparecimento de eritema, edema ou espessamento cutaneo.
Novas avaliacdes foram realizadas nas proximas 72h, em intervalos de 8h. Apos as 72h, 0s

animais foram sacrificados e tiveram a pele retirada para posterior analise histolégica.

4.1.13.2 Avaliacdo da eficacia terapéutica in vivo

O teste de eficacia terapéutica foi realizado de acordo com o proposto por Cardozo e
colaboradores (2013), com pequenas modificagcbes. Foram utilizados camundongos da
linhagem BALB/c, cada grupo composto por dez animais (cinco machos e cinco fémeas).
Para a execucdo do experimento, os animais foram anestesiados com pentobarbital (50mg/kg)
trés dias antes da infeccdo, para epilacdo da regido dorsal. No dia do experimento, a pele dos
animais foi escarificada com agulha estéril, apenas para que houvesse o rompimento do
epitélio. Posteriormente foi inoculada 50pL de suspensdo contendo 1x10° UFP (Unidades
Formadoras de Placas). O esquema terapéutico consistiu em 3 doses de 170mg, a cada 8
horas, durante 24 horas, aplicadas com auxilio de espatula descartavel. Para o aciclovir creme,

a posologia utilizada foi a recomendada pelo fabricante Medley® (5 vezes ao dia, por 5 dias):

= Grupo 1: Formulagéo Inerte (F Inerte);
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* Grupo 2: Formulagéo 1 (F1);

= Grupo 3: Formulagéo 1T (F1T);

= Grupo 4: Aciclovir (ACV)

* Grupo 5: Infectados e nao tratados (INT)

Ao inicio dos sintomas visuais, que incluem: edema, eritema e aparecimento de
vesiculas, o tratamento foi iniciado.
Os animais foram acompanhados diariamente quanto a morte e desenvolvimento de

lesGes durante 9 dias, que foram classificadas de acordo com Cardozo e colaboradores (2013):

0: nenhuma les&o visivel;

1: vesiculas amareladas, inchaco visivel ou Ulceras de cura;

2: Ulceras no local da inoculagdo apenas com inchago, crosta, e/ou eritema, ou Ulceras
com crosta de cicatrizagéo.

3: Ulceras espalhadas, crostas, algumas Ulceras claras ou Ulceras de cicatrizacdo além
da regido escarificada;

4: forma zosterioforme (lesdes agrupadas em formato de cordéao);

5: erupgdes confluentes, sem necrose ou ulceragéo;

6: erupcdo cutanea completa com necrose ou ulceracdo, paralisia dos membros

posteriores, inchaco ou morte.

No décimo dia de infec¢do, os animais foram sacrificados.

Foi realizada analise estatistica utilizando analise de variancia de comparagdes
maultiplas (ANOVA) seguido de Dunnett. Foi considerado significativo p<0,05. Para os testes
de eficacia terapéutica, os tratamentos foram comparados com os animais infectados e nédo

tratados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.1 Quantificacdo simultanea dos farmacos

5.1.1.1 Revalidacdo de método analitico para quantificacdo simultanea de Prilocaina
e Lidocaina

De acordo com todos os testes aplicados para a determinacdo da precisdo, exatiddo e
linearidade, demonstrados a seguir e, considerando os propoésitos de aplicacdo do método, o
intervalo de linearidade estabelecido para ambos os analitos, foi de 1,0 pg/mL a 50,0 pg/mL,

segundo as diretrizes apresentadas na resolugéo 166, de 24 de julho de 2017.

Seletividade

O método analitico deve identificar e quantificar os farmacos, fidedignamente, na
presenca dos componentes da matriz, garantindo sua seletividade em relagdo aos possiveis
interferentes (adjuvantes, pele utilizada nos experimentos). Dessa forma, foram realizadas
analises em triplicata do homogeneizado da pele de orelha de porco dermatomizada e com a
formulagdo inerte, a 203 nm. Esses cromatogramas foram comparados a cromatogramas com
os farmacos de modo a verificar se a deteccdo dos possiveis interferentes ocorre no mesmo

tempo de eluigcdo dos farmacos (Figura 12).
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Figura 12: Cromatogramas (I) Prilocaina; (I1) Lidocaina; (I11) Prilocaina e Lidocaina; (1V)
Amostra extraida do homogeneizado da pele dermatomizada (V) Formulacéo inerte, detecgdo
em 203nm.
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A Figura 13 contém as curvas analiticas da prilocaina e da lidocaina construidas
separadamente em fase movel e em solugdo receptora do ensaio de liberacdo e permeacéo.
Percebe-se sobreposicdo entre as mesmas indicando mesmo comportamento de solubilidade
dos farmacos entre 0os meios. Portanto, € possivel afirmar que o meio de liberacdo ndo tem

influéncia no perfil de liberagcdo e nem na quantificagdo dos analitos.

Figura 13: Curvas analiticas para prilocaina e lidocaina em fase movel e meio de liberacéo.

8000000 -+
—— Prilocaina
6000000 Fase Mével
S ++++@:--+ Prilocaina
£ 4000000 Mein
Liberagdo
2000000
O T T 1
0 20 40 60
Concentracdo de Prilocaina
(Hg/mL)
8000000 -~
++++@--- Lidocaina
6000000 - B Fase Mével
- ‘::..;.'..
£ 4000000 - -
< o -+ Lidocaina
2000000 - Meio
...- Liberacéo
o =¥ . .
0 20 40 60
Concentragéo de Prilocaina
(ng/mL)

Linearidade

Para a construcdo das curvas analiticas foram preparadas trés solugdes-mae, na
concentracdo de 500 pg/mL dos farmacos em metanol. A partir de cada solu¢do-mae foram
realizadas dilui¢des sucessivas em fase mével (1:1, acetronila grau cromatografico e tampéo
fosfato 30 UM pH=6), obtendo-se solucgdes de trabalho nas seguintes concentragdes: 1,0; 5,0;
10,0; 25,0; 50,0pug/mL. As amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um. A Figura 14
apresenta os graficos da area em relacdo as concentracdes de Prilocaina e Lidocaina
respectivamente, incluindo as equagdes do modelo de regressdo Linear. A analise estatistica é

apresentada na Tabela 2.
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Figura 14: Curvas analiticas de prilocaina e lidocaina.
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Tabela 2: Andlise estatistica da Regressao Linear.

Parametro Resposta obtida Critério de
Prilocaina Lidocaina aceltagao
Coeficiente de 0,9998 0,9998 >0,990
correlagao
Coeficiente de 0,9999 0,9999 >0,998
determinacéao
Teste F Fcalculado = 52533,04 Fcalculado = Fcalculado >
84799,97 Ftabelado*
Teste de Ccalculado= 0,676 Ccalculado= 0,665 Ccalculado <
Cochran* Ctabelado**

*F tabelado = 4,67, **C tabelado = 0,684 com 5% de significancia. Os valores foram
calculados seguindo critérios estatisticos baseados no nimero de réplicas e niveis.

O Teste de Cochran avalia se 0s dados sdo homocedasticos, e nesse caso o C calculado
a partir da razdo entre a maior variancia observada para os conjuntos de dados de y e a soma
das variancias de y observadas para todos os niveis de concentragdo foi menor que o C critico
pré-estabelecido, caracterizando dados homocedasticos.

A verificacdo da presenca de outliers foi realizada pelo teste de Grubbs (Tabela 3) o

qual considera o fator resposta da curva.
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Tabela 3: Teste de Grubbs para o fator resposta da curva de calibragdo em relacdo a deteccao

de outliers.

Concentracao Fator resposta G calculado
tedrica Prilocaina  Lidocaina  Prilocaina  Lidocaina
pg/mL

1,0 109769,0 114362,0 0,355 0,209
1,0 107002,0 110953,0 1,632 2,193
1,0 115586,0 113954,0 2,331 0,447
5,0 109458,0 114129,4 0,498 0,344
5,0 110613,2 116592,0 0,035 1,089
5,0 110267,4 113524,4 0,124 0,697
10,0 108414,9 113154,0 0,980 0,912
10,0 108056,0 113268,1 1,145 0,846
10,0 111573,3 115122,1 0,479 0,233
25,0 113292,0 117868,4 1,272 1,831
25,0 112483,6 116545,8 0,899 1,062
25,0 111108,7 115690,2 0,264 0,564
50,0 109824,1 114659,5 0,329 0,036
50,0 111247,9 116215,4 0,328 0,869
50,0 109356,3 114781,4 0,545 0,035
Média 110536,8 114721,3
DP 2165,8 1718,4
Critério de G calculado < G tabelado (2,548)
aceitacao

G tabelado = 2,548 calculado seguindo critérios estatisticos baseados no nimero de réplicas, nivel de
significancia de 2,5%. Quando o G calculado é maior que o G critico tabelado, considera-se um outlier

A avaliacdo da distribuicdo dos residuos em funcdo da resposta analitica foi realizada

visualmente (Figura 15). Os dados se apresentam com distribuicdo aleatdria ndo sendo

observadas tendéncias.

Neste caso, a variancia dos residuos parece ser constante

(homocedasticidade) o que condiz com a andlise de Cochran onde o C calculado foi menor

que o C critico em ambos os farmacos avaliados.
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Figura 15: Gréaficos de distribui¢do dos residuos em funcéo da resposta analitica.
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Precisédo

A precisdo foi demonstrada pela dispersdao dos resultados, calculando-se o desvio
padrio relativo (DPR, %) da série de medicdes (25ug/mL). E desejavel que o desvio ndo
ultrapasse o valor de 5% considerando se tratar de um método analitico. Em vista disso,

nossos dados (Tabela 4) contemplam o valor recomendado.
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Tabela 4: Dados de precisdo do método analitico, avaliacdo da repetibilidade (intra-dia) e a
precisdo intermedidria (inter-dias).

Concentracdo normalizada de acordo com a massa

pesada (ug/mL)
Amostras - -
PRILOCAINA LIDOCAINA
Analistal Analista2 | Analistal Analista2
1 25,46 24,64 27,09 26,23
2 24,58 24,57 25,83 26,08
3 23,80 25,54 25,59 27,10
4 23,58 26,27 25,41 28,03
5 25,94 24,54 28,27 25,99
6 25,37 24,51 26,85 26,10
Média Repetibilidade (n=6)
24,79 25,01 26,51 26,59
DPR% Repetibilidade (n=6)
3,87 2,92 4,16 3,07
Média Inter-dias (n=12)
24,90 26,55
DPR% Inter-dias (n=12)
3,30 3,49

Exatidao

A exatidao foi obtida por meio do grau de concordancia entre os resultados individuais
do método em relacdo a um valor aceito como verdadeiro, e expressa em porcentagem de
recuperacdo (R, %). Os valores obtidos (Tabela 5) atenderam aos critérios desejaveis de

intervalo, e estiveram entre 98,7 a 102,3% considerando os trés niveis avaliados.
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Tabela 5: Dados de exatiddo (prilocaina e lidocaina) do método analitico.

Niveis de PRILOCAINA LIDOCAINA
concentracao Conc Desv conc Desv
. : : 0 ' ' 0
Nominal observada Pad. R, % observada Pad. R, %
1,01 1,01
Baixo
0,94 0,06  100,0 0,96 0,03 98,7
1.0 pg/mL 1,05 0,99
24,31 25,38
Médio
25,77 25,69
25,0 pg/mL 0,85 99,2 0,17 102,3
24,29 25,64
48,67 49,06
Alto
49,20 1,58 99,7 51,25 1,19 100,9
200 pg/mL. 51,63 50,98

Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) é demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente
quantificado com exatiddo e precisdo. Essa quantidade seria o Limite de Quantificacdo (LQ).
Segundo a RDC 166, 2017 (ANVISA) para métodos utilizados para doseamento, o que inclui
dissolugcdo (quantificacdo), uniformidade de conteddo e poténcia, a determinacdo desses
parametros ndo se faz necessaria. Dessa forma consideramos o menor nivel (1,0 pg/mL) do
intervalo de linearidade tanto da prilocaina quanto da lidocaina como LQ real do método

revalidado, uma vez que foram quantificados com precisao e exatidao.

Robustez

A robustez é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico e indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das
condicBes analiticas (ANVISA, 2017). Para essa avaliagcdo foram contemplados pardmetros

descritos pela RDC 166, 2017 conforme Tabela 6 a seguir:
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Tabela 6: Parametros avaliados para determinacéo da robustez do método analitico.

Parametro Valor 6timo Valor baixo  Valor alto
Temperatura Forno 40° C 35°C 45° C
pH Tampéo 6,0 5,8 6,2
Vazdo Fase Movel 1,0 0,8 mL/min 1,2 mL/min
Coluna Variagdo* - - -
50:50 45:55 55:45
Composicdo FM  (ACN:Tamp (ACN:Tampd (ACN:Tamp
ao) 0) o)

*Para avaliacdo desse parametro foram utilizados 2 lotes distintos de coluna cromatogréfica.

A partir desses parametros foi avaliada a influéncia dessas alteracGes sob algumas
condi¢des como concentracdo dos analitos a partir da recuperacdo, fator de cauda e tempo de
retencédo (Tabela 7).

Tabela 7: Dados de robustez dos pardmetros temperatura, pH tampao, vazdo fase movel, lote
da coluna e composicéo da fase movel.

Amostrg Amost[a
PRILOCAINA LIDOCAINA
« .~ Variagao < .~ Variagao
Parametro Recuperacdo Variagao Eator de Recuperagdo Variagao Fator de
% TR % % TR %
cauda%o cauda%o
Temperatura 35°C 98,92 -3,39 2,89 99,87 1,19 3,08
Temperatura 45°C 98,42 2,10 2,82 99,76 -0,24 3,66
pH Tamp4o 5,8 72,26 15,15 46,34 8,67
pH Tampo 6,2 62,44 15,30 40,39 8,80
Vazao FM 0,8 123,57 2509 2,20 124,98 2486 334
mL/min
Vazao FM 1,2 8255 1652 163 8350  -1658 2,63
mL/min
CO'””i;{Z‘“a@a" 99,08 2,93 36,85 100,53 6,95 33,03
Composicdo FM
45:55 97,41 16,69 1,44 98,00 28,17 3,21
(ACN:Tampao)
Composicdo FM
55:45 99,86 -12,73 2,57 102,91 1948 341
(ACN:Tampao)

TR: tempo de retencdo, ACN: acetonitrila, FM: fase movel

A variagdo dos parametros pH do tampdo e vazdo da fase movel interferiu na
quantificacdo de ambos analitos sendo que os demais parametros mantiveram recuperacdo dos

farmacos entre 98 e 102,9 % o que é considerado um valor dentro do esperado. Sendo assim
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estes parametros (pH tampdo e vazao fase movel) devem ser bem controlados no momento da
analise.

Com relacéo ao tempo de retencdo, as variacdes mais altas (8 a 28%) considerando 0s
dois analitos, foram nas alteragfes do pH do tampao, vazdo da fase movel e composicdo da
fase movel. Nesse caso, esses resultados ja eram esperados uma vez que influenciam
diretamente na forca cromatogréafica e nas interacfes durante a corrida analitica pois altera a
ionizacdo dos farmacos, portanto devem ser controlados com rigor.

O fator de cauda variou em 33% e 36% nas analises da prilocaina e lidocaina
respectivamente, somente na alteracdo do lote da coluna, os demais parametros apresentaram
variacdo menor que 5%. Para o parametro alteracdo do pH néo foi possivel o calculo do fator
de cauda, muito provavelmente pela instabilidade da linha de base ao se alterar o pH, o qual

deve ser muito bem controlado.

Recuperacao a partir da pele suina

Para verificar possivel perda na quantificacdo dos analitos no processo de extracao,
curvas analiticas foram construidas com 6 niveis de concentracdo no intervalo de 1 a 50
pg/mL seguindo o mesmo procedimento de extracdo (4.1.9.2). Ao final, as curvas foram
comparadas com as curvas em fase mdvel, e por apresentarem recuperacao satisfatoria dos
farmacos, optou-se por utilizar a curva sem extracao para as quantificacdes provenientes do

ensaio de permeacao (Tabela 8).

Tabela 8: Recuperacdo de prilocaina e lidocaina a partir da pele dermatomizada.

PRILOCAINA LIDOCAINA
Concentracdo  Recuperacdo  Recuperacdo  Concentracdo Recuperacdo  Recuperagdo
tedrica (ug/mL)£DP % tedrica (ug/mL)£DP %
(Hg/mL) (Mg/mL)
1 1,2 +0,07 104,0% 1 1,2+0,10 104,0%
25 24,8 £0,18 99,2% 25 24,8+0,34 99,2%
50 49,9 +0,38 99,8% 50 49,7+0,51 99,4%

Resultados expressos em média e desvio padrédo, n=3.
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5.1.2 Estudo de solubilidade dos farmacos

A Tabela 9 mostra os resultados de solubilidade para os fa&rmacos considerando as

condigdes nas quais o experimento foi realizado.

Tabela 9: Solubilidade (mg/mL) dos farmacos prilocaina e lidocaina, nas formas base nos
diferentes meios, a temperatura ambiente.

Farmacos (mg/mL) A B C D
Prilocaina 7,17 7,23 6,51 10,50
Lidocaina 3,67 5,24 4,26 5,92

A: agua; B: tampao fosfato de sodio pH 7; C: solucdo salina composta por mistura de sais pH
7; D: solucdo salina composta por mistura de sais pH 7 acrescida de 1% de Tween.

Nos quatro diluentes avaliados, a PRILO foi mais soltvel quando comparada com a
LIDO. Esse comportamento pode ser atribuido a estrutura e a caracteristica fisica e quimica
dos farmacos (Figura 16). A PRILO possui menos impedimento estérico dos grupos
organicos favorecendo a solvatacdo pela d&gua e como consequéncia aumento da solubilidade
em meio aquoso, além disso possui menor valor de log P 2,11 em relagéo a LIDO (log P 2,44)
(FIALA,. JONES & BROWN, 2010). Néo foi encontrado na literatura valores de solubilidade
dos farmacos para comparagdo com os valores obtidos nesse experimento.

A presenca de um agente tensoativo no meio diluente promoveu, como esperado,

aumento da solubilidade para ambos os farmacos avaliados.

Figura 16: Estruturas quimicas da lidocaina (1) e prilocaina (I1) nas formas base.
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Adaptado de ChemSpider.
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5.1.3 Desenvolvimento de formulagdes precursoras de filmes in situ

Atualmente, o que ha disponivel no mercado para uso no tratamento da lesdo herpética,
sdo medicamentos contendo agentes antivirais de administracdo oral com acdo sistémica ou
de uso tdpico nas formas de géis e pomadas. Entretanto, para o uso de pomadas em aplicacédo
topica, a eficécia é limitada especialmente sobre sinais, sintomas e formacao de crosta durante
0 processo de cicatrizagdo, uma vez que nao oferece protecdo a lesdo. Sendo, este ultimo,
essencial ao processo de cicatrizacdo, uma vez que, sua auséncia ocasionara ressecamento da
regido lesionada, bem como exposicao a fatores externos, (poeira, infeccdo por novos micro-
organismos) possibilitando a aparicdo de novos ferimentos além de possiveis contaminacdes,
retardando o processo de cicatrizagcdo (KHEMIS, et al., 2012).

Outro problema recorrente é o abandono do tratamento pelos pacientes, que relatam
constrangimento pela aparéncia grosseira das formulacGes de uso topico/local. Frente a esse
contexto, o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos como composicGes semissolidas e
filmes, com aparéncia mais discreta podem ter vantagens, além de capacidade de aumentar o
tempo de permanéncia dos principios ativos em sitios especificos (BRUSCHI & DE
FREITAS, 2005). Ademais, a utilizacdo de sistemas formadores de filme in situ, oferece
protecdo a lesdo herpética com satisfatorio aspecto e a utilizacdo dos anestésicos, confere
alivio da sensacdo dolorosa ocasionada pela doenca.

De acordo com a literatura, ha relatos de que os anestésicos possuem atividades anti-
inflamatdria, antimicrobiana e antiviral (CASSUTO et al., 2006; JEFFREY et al., 2008;
JOHNSON et al., 2008; BATALI, et al., 1999). A patente US 4914131 (1990) revindica 0 uso
de lidocaina como antiviral. Outras (US 0068007 Al, (2004) e WO 159731 Al (2014)),
associam anestésicos locais a antivirais e outros agentes anti-inflamatorios visando minimizar
o desconforto durante o aparecimento da lesdo. As atividades atribuidas aos anestésicos locais
0s tornam promissores para o desenvolvimento de formulagfes destinadas ao uso topico/local
para o controle do herpes. Estas formulagdes, além de eficazes devem ter atributos cosméticos
gue ndo causem constrangimento ao usuario. Essas caracteristicas agregadas a algumas
evidéncias clinicas ja vivenciadas em nosso grupo de pesquisa justificam a escolha da
utilizacdo dessa classe de farmacos para a incorporacéo no sistema desenvolvido.

A quantidade utilizada de farmaco foi baseada na dosagem comumente usada na
anestesia clinica. A associagdo de PRILO e LIDO é embasada em suas diferentes

propriedades. A LIDO, anestésico padrdo em odontologia tem inicio de acdo entre 2 e 3
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minutos, enquanto a PRILO tem poténcia duas vezes maior e inicio de acdo mais retardado,
entre 2 a 4 minutos (PAIVA & CAVALCANTI, 2005).

Ainda que o uso dos farmacos separadamente ndo fosse a principio uma alternativa,
uma vez que, a associacdo de PRILO e LIDO, a temperatura ambiente, gera uma mistura
eutética que, por sua vez, é pouco soltvel no sistema proposto de carater hidrofilico e sem a
presenca de tensoativos. A incompatibilidade gerada acerca da solubilidade levara ao aumento
da atividade termodinamica do sistema, ocasionando maior gasto energético para acomodacao
dos farmacos, e assim um consideravel “estresse” interno. Diante disso, o uso da mistura
eutética favorecera a permeacdo dos ativos que tenderdo a particionar para um ambiente mais
compativel (FIALA, JONES & BROWN, 2010; WOOLFSON et al., 2000). Entretanto, para
fins de documentacéo, foram avaliados separadamente, tanto as formas base quanto cloridrato
para ambos os farmacos (Tabela 1).

As formulagBes que utilizaram apenas um dos farmacos cristalizaram durante o
armazenamento, e por isso, foram descartadas como opcéo de tratamento nesse estudo. N&o
houve cristalizacio nas formulacdes onde houve associacdo dos farmacos. E importante
ressaltar que as formas cloridrato das aminoamidas citadas nao sdo eutéticas.

Posto isso e com o respaldo da literatura de que, moléculas em sua forma néo ionizada
tendem a permear mais facilmente através das membranas lipidicas, uma vez que apresentam
coeficiente de particdo adequado em virtude de sua lipofilicidade (YORK, 2005) optou-se
pela formulacdo F1 para prosseguir com os estudos de caracterizacéo.

Na composicdo desenvolvida utilizou-se o HPMC K100, polimero semissintético
derivado da celulose, biocompativel, ndo idnico, de baixa viscosidade (80 - 120 cP, solucgdo a
2% em agua, 20°C) com alta velocidade, grande potencial de hidratacdo e formacédo de filme
bioadesivo, ap6s evaporacdo do solvente. Como umectante e plastificante foi usado o
propilenoglicol. O Transcutol® (forma purificada do dietilenoglicol monoetil éter — DEGEE)
foi utilizado a fim de avaliar a melhora na propriedade de permeacao dos farmacos utilizados.

Com o intuito de aumentar a viscosidade e adesividade da composicdo semissolida
adicionou-se policarbofil, um polimero aniénico, de elevado peso molecular que possui
excelentes propriedades bioadesiva e formadora de filme. O tampéo fosfato pH 7 foi
selecionado como solvente na obtencdo dos sistemas semissolidos, por favorecer a

permanéncia dos farmacos na forma néo ionizada.

5.1.4 Teor dos fArmacos na composi¢ao
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Os teores dos farmacos nas composicdes estdo de acordo com os limites pré-
determinados na literatura para as formas farmacéuticas ja descritas (95-115%), sendo
107,67% para a PRILO com coeficiente de variacdo 1,59% e 110,15% para a LIDO com
coeficiente de variacdo 2,6% na F1, e para a F1T os valores foram 97,9% para a PRILO com
coeficiente de variacdo 2,2% e 93,8 para LIDO com coeficiente de variacdo 2,5%
demonstrando assim, a homogeneidade da distribuicdo dos farmacos (USP XXX).

5.1.5 Avaliacgao in vitro do perfil de liberacdo dos farmacos a partir da composi¢ao

A avaliagdo in vitro do perfil de liberagdo iniciou-se com as células de difusdo de
Franz sem o controle da temperatura. Na Figura 17 esta apresentado o perfil de liberacdo in
vitro dos farmacos a temperatura ambiente (em torno de 25°C) a partir de F1. Neste
experimento, observou-se baixa liberacdo dos farmacos, 8,6% para a PRILO e 6,6% para a
LIDO. A liberacdo a partir da mistura eutética foi ainda menor, sendo, 0,29% + 0,06 para
PRILO e 0,19% * 0,10 para a LIDO, resultado esperado por ser uma mistura oleosa.

Neste caso, ja € possivel notar que a formulacdo influenciou o comportamento dos
farmacos, promovendo aumento da liberacdo quando comparado aos farmacos em ME.
Possivelmente, devido ao envolvimento da ME pelos componentes hidrofilicos da formulacdo
e aumentando a atividade termodinamica da ME.

Figura 17: Perfil de liberacdo in vitro dos farmacos a partir formulagcdo (F1), em solugdo
salina, pH=7,0 a 25°C.
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Entretanto, a temperatura de 37°C, observou-se aumento da liberacdo proporcional
para ambos os farmacos, sendo, ao final dos 60 minutos, em torno de 5 vezes maior para a
ME e de 2 vezes maior para os farmacos na F1 Para os farmacos na ME a liberacdo foi de
1,58% + 0,18 para PRILO e 1,31% £ 0,13 para LIDO. E, quando em formulacdo (F1) a
liberacéo foi de 20,15% para PRILO e 15,88% para LIDO (Figura 18).

Houve menor variacdo entre as replicatas, o que foi atribuido ao maior controle das
varidveis (células com didmetro exato, temperatura controlada). O aumento da concentragdo
de farmacos no liquido receptor com o aumento da temperatura caracteriza uma dissolugédo
endotérmica. Isto é, 0 aumento da temperatura favoreceu a saida dos farmacos, uma hipGtese é

a fluidificacdo da matriz.

Figura 18: Perfil de liberacdo in vitro dos farmacos a partir de F1 em solucéo salina, pH=7,0,
com temperatura controlada a 37°C £ 2°C.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo (n=5).

Para avaliar a influéncia do Transcutol® na liberacdo da PRILO e LIDO, foi realizado
um experimento de liberacdo com esse sistema (F1T). Na Figura 19 é possivel ver a
comparacéo entre a liberacdo das duas composi¢oes, onde ao final dos 60 minutos a liberacao

foi de 19,03% e 13,44% para a composicdo com Transcutol®.
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Figura 19: Comparacéo entre perfis de liberacdo in vitro dos farmacos a partir da formulacéo
(F1) e da formulacdo contendo Transcutol®, em solucdo salina, pH=7,0, com temperatura
controlada a 37°C.
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Resultados expressos em média e desvio padrao (n=5).
Analisados usando ANOVA Two way, seguida do pds teste Bonferroni.

O Transcutol® nio alterou a liberagdo dos farmacos (p>0,05) a partir da formulacéo,
conforme esperado, uma vez que, esse componente tem a propriedade intrinseca de promotor
de absorcdo e por isso, sua influéncia na formulacéo foi melhor observada no experimento de
avaliacdo da formacdo do filme in situ e permeacdes in vitro (SULLIVAN, GAD & JULIEN,
2014).

Por fim, para avaliar a liberacdo dos farmacos em um periodo prolongado, as
formulacBes foram avaliadas por 24h, com coletas no tempo de 1h, 3h, 6h, 12h e 24h. Ao
final do experimento (t=24h), a liberacdo para F1 foi de 82% + 2,40 para PRILO e 81,5% +
2,45 para LIDO. Para F1T a liberacdo chegou a 80% + 5,5 para PRILO e 81,6% + 4,64 para
LIDO (Figura 20). Ainda, o perfil permanece em curva ascendente, garantindo que n&o
houve saturacdo do meio de liberacdo. Ndo houve diferenca significativa entre F1 e F1 T
(p>0,05).
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Figura 20: Comparacéo entre perfis de liberacdo in vitro dos farmacos a partir da formulacéo
(F1) e da formulagdo contendo Transcutol®, em solugdo salina, pH=7,0, com temperatura

controlada a 37°C, durante 24h.
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Resultados expressos em média e desvio padrao (n=5). Analisados
usando ANOVA Two way, seguida do pos teste Bonferroni.

5.1.6 Avaliacdo da formacao de filme in situ

PRILO F1
LIDO F1

PRILO FAT
LIDO F1T

A formacdo do filme aconteceu em média 20 minutos (Figura 21) apos a aplicacao
para ambos os voluntarios (n=2). O filme formado foi de facil remocdo e nenhum dos

voluntarios relatou dor ao retira-lo.

A guantidade de farmaco remanescente foi em média 66% em relacdo a quantidade

aplicada para PRILO e 65% para LIDO em F1. Ja para a formulagdo contendo Transcutol®
(F1T) foi de 53% para PRILO e 49% para a LIDO.
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Figura 21: (I) Formulacdo semissolida (F1) t=0, (I1) Filme apos aplicacdo de F1 t=60 min.

Arquivo do grupo de pesquisa.

O Transcutol® (dietileno glicol monoetil éter — DEGEE) é um promotor de absorcéo
cuténea. Atua melhorando a penetracdo de ativos na pele e a permeacéo local de farmacos por
desestabilizar reversivelmente, as células do estrato corneo. Ademais, &€ amplamente usado em
formulacGes farmacéuticas de uso oral, topico, transdérmico e injetavel por suas propriedades
de agente solubilizante, sendo capaz de solubilizar ativos insollveis em solventes
convencionais, como o etanol (SULLIVAN Jr, GAD &JULIEN, 2014).

A Figura 22 mostra as quantidades em miligramas de PRILO e LIDO remanescente.
Houve diferenca significativa na quantidade dos farmacos entre os filmes formados a partir de
F1 e os filmes formados a partir de F1IT em ambos os pacientes (p<0,05). Ainda que sejam
necessarios experimentos complementares, é possivel notar a acdo do agente promotor de
absorcdo, uma vez que a quantidade de farmaco remanescente para os filmes onde houve a
adicéo do Transcutol® foi menor. Assim, sugere-se que a quantidade que deixou a formulacéo

e penetrou na pele € maior.
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Figura 22: Quantidade (mg) de prilocaina e lidocaina remanescentes nos filmes formados no
brago de voluntérios.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo, n=2. Analisados usando Teste T Student ndo pareado
(monocaudal).

5.1.7 Experimentos in vitro de permeacéo passiva dos farmacos

5.1.7.1 Experimento de permeacéo passiva in vitro

Os ensaios de permeacédo passiva foram realizados para F1 e F1T. A dose usada nos
experimentos de permeacdo passiva foi de 15mg para cada farmaco, equivalentes a 170 mg da
formulacéo.

Ao final de uma hora apds o inicio do ensaio de permeacéo, foi possivel quantificar,
ainda que em baixas concentracdes, a prilocaina e a lidocaina no liquido receptor para F1 e
FAT (Figura 23). Esse resultado assegura que os farmacos conseguiram atravessar o estrato
cérneo e permear através das camadas da pele.

A concentracdo maxima encontrada no liquido receptor para prilocaina e lidocaina nao
ultrapassou 2pg/mL. Essas concentragdes estdo abaixo dos niveis considerados toxicos. A
administracdo de prilocaina ndo deve ultrapassar 6,0 mg/kg em adultos, ndo excedendo
500mg, enquanto a de lidocaina ndo deve ultrapassar 7,0 mg/kg ndo excedendo 600mg em
adultos (PAIVA & CAVALCANTI 2005). Sendo assim, a dose administrada esta dentro dos
limites de seguranga para ambos os farmacos.

Houve diferenca significativa na permeacdo dos farmacos entre as 2 composigdes
avaliadas, onde para F1T aumentou significativamente a quantidade de PRILO (p<0,001) e
LIDO ( p< 0,05) no liquido receptor em relacdo a F1. Nao houve diferenca significativa nas
quantidades de farmaco retidas no tecido entre F1 e FIT (p>0,05) a quantidade de farmaco

retida equivale em média a 3% para cada um dos farmacos.
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Esses resultados estdo dentro do esperado para a aplicagdo tdpica sugerida, j& que as
concentragfes que penetram a pele e passam para o liquido receptor estdo em concentracoes
infimas, ndo oferecendo risco e efeitos terapéuticos sistémicos. Igualmente, permanecem
retidas na pele, aonde deverdo exercer efeito contra o0 HSV-1.

Figura 23: (1) Concentracdo dos farmacos quantificados no liquido receptor; (1)
Concentracdo dos farmacos retidos na pele ao final de 1h de experimento.
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Resultados expressos em média e desvio padréo (n=5).
Analisados usando Teste T Student ndo pareado (monocaudal).
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5.1.8 Experimento indireto de permeacao passiva in situ

Como néo foi possivel a formacéo do filme no experimento de permeagdo passiva in
vitro, uma vez que o contato com o liquido receptor inviabiliza a secagem da formulagdo, este
estudo foi realizado com o intuito de oferecer dados complementares sobre 0 comportamento
dos farmacos na presenca do promotor de permeabilidade utilizado e a aplicacdo real do
produto. Esse estudo foi realizado apenas para F1 e F1T.

A Figura 24 mostra a quantidade (pg/cm?®) dos farmacos remanescente no filme
formado, no EC e na pele (epiderme + derme), ap6s 1h de experimento. A quantidade
remanescente foi em média 9mg para ambos os farmacos, o que corresponde a
aproximadamente 60% do total, ap6s 1h de contato entre a formulagdo e a pele. Esses dados
sdo complementares aos apresentados no item 5.1.6 (experimento realizado em voluntarios),
onde a quantidade de farmaco remanescente no filme formado, 1h apds a aplicacdo das
formulacbGes foi em media 50%. A diferenca na quantidade de farmaco, menor para o
experimento realizado em voluntarios, pode ser atribuida a circunstancia em que ocorreu a
permeacao, ou seja, em um sistema dinamico.

Desse modo, a maior carga de farmaco no sistema € importante para que, apés a
formacdo do filme, além da oclusdo da lesdo herpética, haja a liberacdo gradual de farmaco e
a manutencdo de um sistema reservatorio que proporcionara ao usuario final do produto, ndo
sO conforto devido ao alivio da dor, propriedade intrinseca dos anestésicos em geral, mas
também o impedimento da disseminacdo viral no momento do rompimento das vesiculas
herpéticas, fato melhor explicado no item 5.1.12.2.

A pele constitui a principal barreira de entrada para substancias e agentes nocivos no
organismo (FOLDVARI, 2000). Sendo assim, o grande desafio no desenvolvimento de novos
sistemas de uso topico, é viabilizar a penetracdo do farmaco no EC e permeacdo para a
camada da pele onde se deseja obter efeito. A quantidade de PRILO (p<0,05) e LIDO
(p<0,0005) quantificada no EC foi significativamente maior para F1 em relagdo em F1T.

Ainda, a quantidade de PRILO retida na pele foi significativamente menor em
F1(p<0,005) quando comparada ao sistema que contém Transcutol® como promotor de
permeabilidade. J& para a LIDO ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05)

na quantidade de farmaco retido na pele.
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Figura 24: (1) Quantidade de prilocaina remanescente no filme e quantificada no EC e pele;
(11) Quantidade de lidocaina remanescente no filme e quantificada no EC e pele.
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Resultados expressos em média e desvio padrdao (n=5). Analisados usando
Teste T Student ndo pareado (monocaudal); (n=5); * p<0,05; ** p<0,005;
*** n< 0,0005.

5.1.9 Analises Reoldgicas

5.1.9.1 Reometria de cisalhamento continuo

Um sistema semissolido formador de filme in situ, a ser utilizado na face e préximo a
regido bucal principalmente, deve ndo somente ter propriedades cosmeticas adequadas, mas

também boa espalhabilidade ao ser aplicado, ser confortavel ao usuério, além de viscosidade
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adequada a sua aplicacdo, isto é, ao ser aplicado ndo deve escorrer, pois assim tera o filme
formado adequadamente sobre a leséo.

Na Figura 25 estdo dispostos o0s reogramas de cisalhamento continuo das formulacgdes
Flnerte, FP, FL, F1 e F1T. As formulacdes contendo somente PRILO (FP) e somente LIDO
(FL) foram também analisadas para melhor entendimento da contribuicdo isolada de cada
farmaco na formulacdo F1 em relacdo as propriedades reoldgicas.

Figura 25: Reograma de fluxo das formulagdes a 25°C.

400000
350000

300000

Teusio de cisalhamento (Pa)

150000

100000

Gradiente de cisalhamento (1/5)

Flida Flvoka FPida FPvolta eFiida F1vola »FTida FT volta FLlda FL volta

Cada reograma é a média de trés replicatas. FI (FInerte): Formulacdo sem farmacos; F1: Formulacdo 1;
FP: Formulacdo apenas com prilocaina base; FL: Formulacdo apenas com lidocaina base; F1T:
formulago 1 + 1%Transcutol®.

Todos os sistemas apresentaram caracteristicas de fluxo do tipo newtonianas, ou seja,
relagdo quase linear entre tenséo e gradiente de cisalhamento o que implica em viscosidade
praticamente constante.

Essa caracteristica, além de favorecer a formacdo adequada do filme in situ,
permitindo a oclusdo da lesdo e consequente protecdo a fatores externos (poeira,

microorganismos), confere outra vantagem para o produto: independente do manuseio do
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usuario, transporte e condi¢des de armazenamento apds a dispensacdo, a viscosidade serd
mantida conservando uma das propriedades fundamentais a esse sistema.

A comparacdo estatistica dos efeitos de cada componente nas propriedades reologicas
foi realizada utilizando a equagao matematica da Lei da Poténcia, a partir do qual o indice k e

o indice n foram obtidos e estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: indice de consisténcia (k) indice de comportamento de fluxo (n).

Formulacdes K (mPa.s) n

Flnerte 1125,966 +41,6197 1,0583 £ 0,0165
FP 45,7067 + 0,5493 1,0203 £ 0,0012
FL 58,7549 + 1,8221 1,0136 £+ 0,0129
F1 112,4100 + 1,6145 1,0051 + 0,0035
F1T 127,1333 £ 7,1164 1,0308 + 0,0011

Resultados apresentados como média e DP de trés replicatas. Flnerte: Formulagdo sem farmacos; FP:
Formulacéo apenas com PRILO base; FL: Formulacdo apenas com LIDO base;F1: Formulacdo 1; F1T:
formulacéo 1 + 1%Transcutol®,

O maior indice de consisténcia ocorreu na Flnerte. A adicdo dos farmacos
isoladamente diminuiu drasticamente o indice de consisténcia, devido a diminuicdo da
interacdo entre os polimeros. Entretanto, quando adicionados em conjunto, na ME, a
diminuicdo foi mais branda, o sistema eutético, alterou a organizacdo dos polimeros na
formulacdo de maneira diferente em relacdo aos farmacos separados.

Para todas as formulac@es, o indice de comportamento de fluxo foi aproximadamente
1, confirmando o observado nos reogramas. Lasfargues et al., (2015), determinaram que a
mistura eutética de nitrato de sédio e nitrato de potéassio (60:40) também apresentam
caracteristicas de viscosidade praticamente constante, independente da taxa de cisalhamento.
Dessa forma, pode-se inferir que o sistema eutético de PRILO: LIDO (1:1) seja o principal

responsavel pelas propriedades reoldgicas apresentadas nas composigoes.

5.1.9.2 Reometria oscilatéria

Na Figura 26 estdo apresentados os reogramas oscilatorios para as formulagGes
Flnerte, FL, FP e F1.
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Figura 26: Reogramas para as formulagdes Flnerte (FI), FL, FP e F1.
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Moédulo elastico (G)(azul) e modulo viscoso (G”’)(vermelho). Cada reograma é a média
de trés replicatas. FI (FInerte): Formulagdo sem farmacos; FL: Formulacdo apenas com LIDO base;
FP: Formulacéo apenas com PRILO base; F1: Formulag&o 1.

As propriedades viscoelasticas proporcionam informacdo sobre a natureza das
estruturas de uma formulacdo e seu comportamento frente a forcas ndo destrutivas,
caracteristicas que influenciam diretamente o desempenho de sistemas semissolidos
(BRUSCHI, 2006). A medida oscilatéria G’ (modulo eldstico) representa a energia
armazenada por ciclo, dita como a resposta do sélido elastico. Ao tempo que, G’ (modulo
Viscoso) representa a energia dissipada por ciclo, referente ao comportamento liquido viscoso
(JONES, 1999). Sendo assim, medidas de G’>>G’ caracterizam composigdes viscoelasticas.

O iverso G’< G ¢,

(ROSSMURPHY & MCEVOQY, 1986). Essas composic¢des apresentaram um modulo viscoso

em reologia, considerado caracteristicas dos géis
maior que o elastico, comportando-se em toda faixa de frequéncia testada como um liquido
ViSCOS0.

Diferentemente das outras preparacdes, aquela que continha o Transcutol® mostrou

um comportamento inverso (Figura 27) onde o modulo eléstico foi maior que o viscoso pela
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amplitude de frequéncia de 0,1 a 10 Hz. Dessa forma, esse sistema é considerado
viscoelastico. Ainda, é possivel depreender que houve um aumento da elasticidade da

formulacdo com a adicdo desse componente.

Figura 27: Reograma para a F1T .
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Modulo elastico (G”)(azul) e moédulo viscoso (G’”)(vermelho).
Cada reograma é a média de trés replicatas.
F1T: formulacdo 1 + 1%Transcutol®.

A reometria oscilatéria fornece dados sobre a natureza estrutural da formulacédo
(G’/G”’). De acordo com as analises, 0 sistema F1T apresentou maior grau de estruturacdo e
coesdo em comparacdo as outras amostras. A adicdo do Transcutol® como promotor de
absorcdo, com o intuito de melhorar a penetracdo e permanéncia dos farmacos na derme,
também colaborou para melhorar as propriedades fisico-quimicas do sistema, tornando o
agrupamento das moléculas de farmaco e polimero mais coeso, possivelmente por beneficiar a
superficie de contato entre elas e manté-las unidas. O Transcutol® é considerado um excelente
agente solubilizante, sendo utilizado como cosolvente em diversos casos onde haja
dificuldade de solubilizacdo. Sendo assim, atribui-se a essa propriedade o comportamento da
composigdo F1T perante as demais composi¢des (BRUSCHI et al., 2007; JONES et al., 2009;
SULLIVAN, GAD & JULIEN, 2014).
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5.1.10 Ensaio de bioadesao in vitro

O termo bioadesdo é usado para descrever a capacidade das macromoléculas
(polimeros), sejam elas de origem natural, semissintéticas ou sintéticas, aderirem a tecidos
bioldgicos. Esse processo ocorre apenas na presenca de agua (LONGER AND ROBINSON,
1986; BODDE AND LEIDEN, 1990; BLANCO-FUENTE et al., 1996). A bioadesdo é
utilizada como estratégia no desenvolvimento de composic¢Ges de uso topico para aumentar o
tempo de permanéncia de um medicamento no local de aplicagdo e em consequéncia, 0
numero de doses pode ser reduzido (VILLANOVA et al., 2010).

Na literatura diversos mecanismos foram sugeridos para explicar a bioadesdo de
polimeros, dentre elas: (I) teoria da adsorcdo devido as interacdes de Van der Waals, ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofobicas devido ao alto numero de carboxilas, (1) mecanismos
eletrostaticos decorrentes da interacdo polimero-tecido (1) por difusdo das cadeias
poliméricas para as cadeias de mucina, ou todos 0s mecanismos agindo em conjunto para
proporcionar a bioadesdo (BASSI DA SILVA et al., 2017). Reinhart e Peppas 1984, relataram
que o coeficiente de difusdo depende do peso molecular da cadeia do polimero (BLANCO-
FUENTE et al., 1996; SHAIKH et al., 2011) .

Os polimeros utilizados nas composi¢cdes sdao de conhecida capacidade adesiva,
(VILLANOVA et al., 2010). O HPMC néo tem ainda bem esclarecido seu mecanismo de
adesdo, mas devido ao seu peso molecular tem alta capacidade de intumescimento pela
formacdo das ligacbes de hidrogénio, crucial para a bioadesdo. Enquanto, o policarbofil é um
polimero anibnico e por isso, age provavelmente por interacdes eletrostaticas (SALAMANT-
MILLER, CHITTCHANG & JOHNSTON, 2005; SILVA et al., 2002). Sendo assim, €
importante que a adicdo dos farmacos nédo atrapalhe a propriedade bioadesiva da matriz.

A Tabela 11 mostra os valores de trabalho de adesdo para Fl, F1 e F1T. Quando
houve a incorporagdo dos farmacos em FI, o trabalho de bioadesdo melhorou
significativamente para F1 (p<0,0005) e F1T (p<0,005), uma hipotese € que 0s anestesicos
diminuam a interacdo entre 0s componentes da composicao, permitindo maior interacdo com

o0 tecido.
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Tabela 11: Trabalho de bioadeséo para FI, F1 e F1T.

Trabalho de bioadesao
(N.mm ou pJ) £ DP

Flnerte 0,463 + 0,121
F1 1,005+ 0,112
F1T 0,893 £ 0,130

ANOVA p< 0,0005 para Fl e F1 e p<0,005 para Fl e F1T, n=5.
FInerte (FI): Formulacdo sem farmacos; F1: Formulagdo 1;
F1T: formulagdo 1 + 1%Transcutol®.

5.1.11 Avaliacdo da citotoxicidade dos farmacos em células Vero

As células selecionadas para a realizacdo deste ensaio foram as Vero. Sdo células
epiteliais, provenientes de uma linhagem de células obtidas a partir de células renais de
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), por serem susceptiveis a infeccdo pelo virus
HSV-1. A Tabela 12 mostra a citotoxicidade dos farmacos (HAS, 2000).

Tabela 12: Citotoxicidade da prilocaina e lidocaina em células Vero.

CCsp (ng/ml) + DP CCso (uM) £+ DP
Prilocaina 167,6 + 13,5 760,8 +61,3
Lidocaina 1759+ 23,1 750,7 + 98,7

CCsy: Concentragdo capaz de destruir 50% da monocamada de células Vero.
Numero de experimentos independentes (realizados em triplicata): 03.
Resultados expressos em média e desvio padréo.

Embora a citotoxicidade dos anestésicos locais da classe das amidas ja seja bem
estabelecida na literatura (MOORE & HERSH, 2010), esses resultados mostraram que 0S
farmacos séo seguros para a aplicacdo em células epiteliais, uma vez que, é necessaria alta
dose dos mesmos para atingir a CCso e, assim foi possivel prosseguir com os testes de
inibicdo da multiplicacéo viral (COS et al, 2006).
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5.1.12 Avaliacdo in vitro da inibicdo da multiplicacéo viral (HSV-1) pelos farmacos

5.1.12.1 Avaliacdo da atividade antiviral

N&o houve atividade antiviral dos farmacos em células Vero nas condi¢cGes em que
foram realizados os experimentos (Tabela 13). Esse resultado leva a suspeita de que,
possivelmente, a atividade antiviral dos anestésicos, ou seja, a agdo sobre 0 virus apos a
infeccdo da célula hospedeira esteja relacionada com as células neuronais, ou seja, células
excitaveis, uma vez que, é conhecido que apdés a infeccao primaria, o HSV-1, por ser um virus
com caracteristicas neurotropicas, se aloja no SNC (sistema nervoso central), onde permanece
em laténcia, sendo reativado em condicBes especificas de estresse e/ou condi¢Bes climaticas
que levardo a depressdo no sistema imunol6gico reativando o virus (QUINLIVAN &
BREUER, 2006). Sugerindo, por tanto, que o mecanismo de polariza¢do-despolarizacdo das
células neuronais esteja envolvido no processo de contaminacdo da célula pelo virion,

estando, dessa forma, atrelado ao mecanismo de acéo dos anestésicos em herpes.

Tabela 13: Atividade antiviral da prilocaina e lidocaina pelo método do MTT em células
Vero.

ECso (ng/ml) ECso (uM)
Prilocaina >100 >454.2
Lidocaina >100 >425.7

ECso. concentragdo efetiva para qual 50% das células respondem ao farmaco. NUmero de experimentos
independentes (realizados em triplicata): 03

5.1.12.2 Avaliagéo da atividade virucida

A Tabela 14 expressa os resultados em prote¢do da infeccdo em relagdo a atividade
virucida para a prilocaina e lidocaina. Para as concentragGes testadas neste estudo, em média
apenas 17% das células foram infectadas. Por isso, o valor de EC50 (concentragdo efetiva
para qual 50% das células respondem ao farmaco) devera estar abaixo de 6,25 ug/mL para

ambos 0s anestésicos.
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Tabela 14: Atividade virucida expressa em porcentagem de protecdo da infec¢do para
prilocaina e lidocaina.

Concentracéo Prilocaina  Desvio Lidocaina Desvio
(ng/mL) de ativo Padrao Padrao
100 89% 0,0524 80% 0,0072

50 84% 0,1628 83% 0,1003

25 78% 0,0541 86% 0,0577

12,5 73% 0,0228 85% 0,1527

6,25 83% 0,1396 83% 0,0453

NUmero de experimentos independentes (realizados em triplicata): 02. Resultados expressos em
média e desvio padrao.

Ainda que o mecanismo de acao dos anestésicos em herpes ndo esteja estabelecido, ha
uma premissa de que sua a agdo em herpes esteja diretamente ligada a particula viral, ou seja,
antes que haja a infeccdo das células. Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios e ao
serem impedidos de entrar na célula, tornam-se inativos. Sendo assim, sugere-se que quando o
tratamento é aplicado na fase onde as vesiculas herpéticas ainda ndo se romperam ou logo
apo6s o seu rompimento, havera a prevencdo da disseminacdo da doenga, uma vez que, no
contetido das vesiculas existem milhdes de particulas virais, que por sua vez, serdo inativadas
(CONSOLARO & CONSOLARO, 2009).

5.1.13 Avaliacao bioldgica in vivo

5.1.13.1 Avaliacdo do potencial de irritacdo dérmica in vivo

O teste de irritacdo dérmica mostrou que os farmacos e 0s componentes das
formulacBes ndo sdo irritantes ao exame macroscopico. Ndo houve aparecimento de edema e
nem outro sinal de irritacdo dérmica (Figura 28). Os testes histologicos serdo realizados em

outro momento para posterior comprovac;éo desse comportamento.
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Figura 28: Andlise macroscopica dos animais (n=10) apds a retirada das composicdes.
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5.1.14 Avaliacdo da eficacia terapéutica in vivo

O tratamento foi iniciado ao final do terceiro dia de infecgdo. Os animais tiveram o
peso monitorado a cada 2 dias. Todos os grupos tratados foram comparados aos animais
infectados e ndo tratados. Ndo houve diferencga estatistica no peso dos animais em nenhum
dos tratamentos testados.

Para os machos, o tratamento com F1T foi significativo nos dias 5 (p<0,05), 6
(p<0,005), 7 e 8 (p<0,0005) e 9 (p<0,05). Para F1 o tratamento foi significativo nos dias 7 e 8
(p<0,0005). O aciclovir demonstrou diferenca significativa na infeccdo do sexto ao nono
(p<0,0005) dia de infeccdo. Para FI, ndo houve diferenca significativa. O pico da infeccéo, de
acordo com o grafico de escore das lesfes (Figura 29) aconteceu no sétimo dia de infeccao.
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Figura 29: Evolucdo diaria (machos) com o escore das lesGes durante o teste de eficacia
terapéutica.
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Para as fémeas, o tratamento com F1 foi significativo nos dias 5 (p<0,005), 6 e 9
(p<0,05). Para F1T houve significancia no tratamento nos dias 5 e 6 (p<0,05). Para o
aciclovir, o tratamento foi significativo do quinto (p<0,05) ao nono dia (p<0,0005). O pico da

infeccdo teve inicio no quinto dia e se manteve até o sexto dia (Figura 30).

Figura 30: Evolucdo diaria (fémeas) com o escore das lesdes durante o teste de eficacia
terapéutica.
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Durante o teste de eficacia, os animais foram fotografados diariamente para ilustrar a

evolucdo das lesbes conforme o tratamento utilizado. Na Figura 311 é possivel observar as
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vesiculas fechadas da infeccdo. Enquanto na Figura 3111, a lesdo em processo de cicatrizacdo

com a formacdo de crosta.

Figura 31: (1) Vesiculas fechadas (11) Lesdes em processo de cicatrizacdo apds o rompimento
das vesiculas.

I I
Arquivo do grupo de pesquisa.

A Figura 32 evidencia a evolugédo das lesdes nos dias de pico da infeccdo, assim, é
possivel concluir que os anestésicos foram capazes de regredir as les6es causadas pelo HSV-
1. Interessante ressaltar que, embora os animais tratados com ACV tenham tido grande
melhora nos sintomas, o tratamento foi feito com outra posologia, totalizando mais de 10
aplicagdes por animal, enquanto que para F1 e FT foram feitas apenas 3 em menor periodo de
tempo, que apds 24 horas foram somente observados e ja ndo recebiam mais o tratamento.

Ainda na Figura 32, é possivel observar que a infeccdo nas fémeas foi menos
agressiva, uma vez que, as lesGes se apresentaram em menor tamanho, com namero reduzido
de vesiculas contendo particulas virais. Uma hipdtese é a protecdo hormonal das fémeas.
HAN et al., (2001) fez um estudo comparativo entre as infecgdes por HSV-1 em machos e
fémeas, nessa ocasido, 0s machos também tiveram infec¢fes mais agressivas. Dessa forma, 0s
horménios femininos devem modular a resposta imune e por isso, interferir no processo de
infeccdo e manifestagdo da doenca.

N&do obstante estd o efeito de FI no tratamento, onde ainda que ndo tenha havido
diferenca significativa no escore das lesdes, é notavel a diferenca no numero de vesiculas
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quando este tratamento foi utilizado. Tendo, portanto, confirmada a suposi¢cdo de que a
protecdo a lesdo é essencial ao tratamento.



Figura 32: LesBes no dia de pico da infeccao, (1) machos, (11) fémeas.
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6 CONCLUSOES

Esses resultados, tomados em conjunto, permitem concluir que, ainda que novos
estudos sejam necessarios para 0 melhor entendimento do mecanismo de acdo dos anestésicos
contra 0 HSV-1, a formulacao proposta € um tratamento eficaz para o herpes simples labial,
um vez que, houve inibicdo da multiplicacdo viral, com protecdo a infeccdo de
aproximadamente 80% para a PRILO e LIDO nas concentragdes testadas até 0 momento para
o0 teste de atividade virucida. Sendo assim, os anestésicos podem diminuir o tempo de
tratamento, uma vez que, possivelmente, agem anteriormente a entrada do virion na célula.

Ademais, a formulacdo foi desenvolvida e caracterizada apresentando uniformidade
de conteudo e bioadesdo, é capaz de secar em aproximadamente 20 minutos apds a aplicacéo
na pele, apresentando um aspecto final discreto, essencial para atender aos requisitos
cosmeéticos.

Em relacdo aos experimentos de permeacdo passiva in vitro, as quantidades de PRILO
e LIDO no liquido receptor ndo ultrapassaram os niveis toxicos para nenhum dos farmacos,
garantindo dose segura de acordo com os valores preconizados pela literatura, garantindo a
acdo topica dos farmacos mediante aplicacdo na pele. A adicdo do Transcutol® como

promotor de absor¢do melhorou a permeacédo dos anestésicos na pele.
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animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
jcordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
rormas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica
10 Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na reunido de 10/04/2017.

Ne certify that the proposal "DEVELOPMENT AND EVALUATION OF PRECURSORY COMPOSITION OF FILMS FORMED IN SITU
CONTAINING ANESTHETIC LOCAL TOPIC FOR TREATMENT OF HERPES SIMPLEX.", utilizing 100 Isogenics mice (males and females),
30 Isogenic rats (males and females), protocol number CEUA 4800161216, under the responsibility of Tania Ueda Nakamura and
‘eam; Erica Benassi Zanqueta; Larissa Machado Valone; Osvaldo de Freitas; Vinicius Pedrazzi; Maira Peres Ferreira; Amanda
Cristina Funari Silva - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
Jctober 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
txperimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringa
\CEUAJUEM) in the meeting of 04/10/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 03/2017 a 02/2019 Area: Dbs-Ciéncias Bésicas da Salde

Origem: Biotério Central da UEM

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 4 a5 semanas N: 100
Linhagem: Balb-c Peso: 15a20¢g

Origem: Biotério Central da UEM

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 4 a5 semanas N: 80
Linhagem: Wistar Peso: 150a200¢

-ocal do experimento: - Laboratério de Inovacao Tecnoldgica no Desenvolvimento de Férmacos e Cosméticos (Bloco B-08);
Jniversidade Estadual de Maringa: laboratério experimental in vivo (sala 001); laboratério de atividade antiviral (sala 002);
aboratério de cultura de células (sala 003); - Laboratério de Desenvolvimento Farmacocinético (Bloco N) - Faculdade de Ciéncias
“armacéuticas de Ribeirdo Preto: sala 14; - Laboratério de histotécnica animal (bloco H79) - Universidade Estadual de Maringa.

Maringd, 24 de janeiro de 2018

Profa. Dra. Tatiana Carlesso dos Santos Dr. Claudemir Martins Soares
Coordenadora da CEUA/UEM Coordenador Adjunto da CEUA/UEM
Universidade Estadual de Maringa Universidade Estadual de Maringa

Av. Colombo, 5790, UEM-PPG, sala 4, CEP: 87020-900, Maringa-PR - tel: 55 (44) 3011-4444
Horério de atendimento: 22 a 52, manha e tarde. 62 feira: somente tarde : e-mail: ceea@uem.br
CEUA N 4800161216
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