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RESUMO
O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e avaliar a viabilidade de um dispositivo de
aplicagc@o; bem como a intensidade de dor e seguranca decorrente da aplicacio de microagulhas
(MA) em diversas regides da cavidade bucal. Para isso, foi desenvolvido um dispositivo de
aplicacdo composto de uma seringa de 5 mL e uma mola posicionada no seu interior. A
compressao da mola no interior da seringa em 2 mm (n=10 dispositivos) foi realizada contra
uma balanga analitica (n=10) para avaliar o kg/F induzido pela deformacio da mola em dois
dias distintos a fim de confirmar se o dispositivo era capaz de induzir uma for¢a de aplicacao
homogénea. Em seguida, voluntarios receberam a aplicacio de MA com o dispositivo nas
seguintes regides da cavidade bucal: gengiva inserida, processo alveolar palatino, mucosa
jugal, dorso de lingua e porcao interna do 14bio inferior. As 5 regides foram coradas com o
auxilio de uma solugdo de violeta genciana a fim de evidenciar as microperfuracdes criadas, e
confirmar se a for¢ca padronizada foi capaz de perfurar as diferentes regides. Em um estudo
clinico cruzado, randomizado e duplo cego, 30 voluntarios foram submetidos nas 5 regides da
cavidade bucal, a aplicacdo de um patch de MA, de uma agulha hipodérmica 30G (AG,
controle positivo) € de um patch idéntico porém sem MA (FL, controle negativo) para
avaliacdo da dor decorrente das aplicacdes. A seguranca do uso dos tratamentos foi avaliada
visualmente imediatamente apds (0 h) e no dia seguinte (24 h) das aplicagdes para verificacdo
da ocorréncia de equimose, ulceracio, vermelhiddo, inchaco ou sangramento. Os resultados de
dor foram comparados por meio de andlise de variancia (ANOVA) com dois critérios, seguida
do teste de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%. O dispositivo avaliado
desenvolveu forca constante de aplicacdo de aproximadamente 10 N, com coeficiente de
variacdo de 6,96% e foi capaz de perfurar uniformemente todos os sitios da cavidade bucal.
Em todos os sitios avaliados, a aplicacdo das MA promoveu menor dor quando comparado
com a AG (p<0,05), porém, as MA promoveram maior dor quando comparado ao FL (p<0,05),
exceto na lingua, onde as MA nao diferiram do FL (p>0,05). Em acréscimo, a AG promoveu
maior dor quando comparado ao FL em todos os sitios avaliados (p<0,001). Nao houve
nenhum caso de equimose, ulceragdo, vermelhiddo ou inchago. As MA promoveram pontos
de sangramento na gengiva inserida e no processo alveolar palatino imediatamente apds a
aplicacdo e a AG promoveu pontos de sangramento em todos os sitios avaliados. Nao houve
caso de sangramento 24 h apds. Em conclusdo, o dispositivo de aplicacdo desenvolvido
permitiu o desenvolvimento de uma for¢a de aplicacio homogénea e capaz de perfurar os
diferentes sitios da cavidade bucal de forma segura e pouco dolorosa, quando comparado com

a agulha hipodérmica 30G, oferecendo uma forma promissora para melhorar a eficicia clinica



de formulacdes tépicas aplicadas na cavidade bucal.

Palavras-chave: Microagulhas; Administracdo topica; Mucosa bucal; Odontologia



ABSTRACT

The objective of the present study was to develop and evaluate the feasibility of an applicator
device; as well as the intensity of pain and safety due to the application of microneedles (MN)
in several regions of the oral cavity. For this, an applicator device was developed composed of
a5 mL syringe and a spring positioned inside. The compression of the spring inside the syringe
in 2 mm (n = 10 devices) was performed against an analytical balance (n = 10) to evaluate the
kg /F induced by spring deformation on two different days in order to confirm if the device was
able to induce a homogeneous application force. Afterwards, the application of MN with the
device was performed in the following regions of the oral cavity: gingiva, palatine alveolar
process, buccal mucosa, dorsum of the tongue and inner portion of the lower lip. The regions
were stained with a solution of gentian violet in order to show the microperforations created,
and to confirm if the standardized force was able to perforate the different regions. In a
randomized, double-blind, crossover study, 30 volunteers were submitted to topical application
of a patch of MN, 30G hypodermic needle (NE, positive control) and an identical patch without
MN (FL, negative control) for evaluation of pain arising from applications. The safety of the
use of the treatments was evaluated visually immediately after (O h) and the next day (24 h) of
the applications to verify the occurrence of ecchymosis, ulceration, redness, swelling or
bleeding. Pain scores were compared by means of analysis of variance (ANOVA) with two
criteria, followed by the Tukey test. The level of significance was set at 5%. The evaluated
device developed a constant force of application of approximately 10 N, with coefficient of
variation of 6.96% and was able to perforate uniformly all the sites of the buccal cavity. In all
the evaluated sites, the application of the MN promoted less pain when compared to the NE
(p<0.05), but the MN promoted more pain when compared to the FL (p <0.05), except in the
tongue, where the MN did not differ from the FL (p> 0.05). In addition, NE promoted more
pain when compared to FL in all evaluated sites (p <0.001). There were no cases of bruising,
ulceration, redness, or swelling. The MN promoted points of bleeding in the gingiva and in the
palatine alveolar process immediately after the application and the NE promoted bleeding in all
evaluated sites. There was no case of bleeding in the next day. In conclusion, the developed
applicator device allowed the development of a homogenous application force capable of
perforating the different sites of the oral cavity in a safe and painless manner when compared
to the 30G hypodermic needle, offering a promising way to improve the effectiveness of topical
formulations applied to the oral cavity.

Keywords: Microneedles; Topical administration; Oral mucosa; Dentistry
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1 INTRODUCAO

A via transmucosa na cavidade bucal € uma via promissora para aplicacdo topica
de diferentes grupos de farmacos, uma vez que apresenta acesso facil a via sistémica com rpido
inicio de acdo, auséncia de eliminagdo pré-sistémica, degradacdo gastrointestinal e hepatico de
primeira passagem além de facilidade de administra¢do (Kulkarni et al., 2009; Hearnden et al.,
2012) .

Apesar da mucosa que reveste a cavidade bucal ser mais permedvel que a pele, a
administracio tépica de medicamentos nesta regido ainda é um desafio, como resultado da
eficiéncia da barreira epitelial, além da dificuldade da manuten¢do da formulacio no sitio de
aplicacdo devido a acdo continua da saliva e dos movimentos durante a fala, mastigacdo e
degluticdo (Chinna Reddy et al., 2011; Hearnden et al., 2012).

Desta forma, uma via comum e muito usada para se obter efeitos locais na mucosa
bucal sdo as vias injetaveis, que causam dor e desconforto aos pacientes tanto no momento de
puncdo como de injecdo das solucdes. Essa via de administracdo faz com que o paciente evite
muitos tratamentos por medo de agulha (Armfield & Milgrom, 2011; Bariya et al., 2012a).

Microagulhas tem sido avaliadas como um potencial sistema “drug delivery”
transdérmico, pois sdo capazes de criar microcanais na pele que facilitam a penetracdo de
diferentes farmacos, de maneira pouco invasiva e com minimo desconforto quando comparado
com agulha hipodérmica ( Gill et al., 2008; Haq et al., 2009; Gupta et al., 2011).

O uso tépico de microagulhas em pele estd associado a diversas vantagens como
possibilidade de autoadministracdo, menor desconforto ao paciente, melhor para pacientes com
fobia de agulhas, rentabilidade, facilidade na entrega de moléculas grandes, facilidade de
administracao, potencial aumento da eficdcia local do farmaco, e boa tolerancia sem promover
edema ou eritema (Prausnitz et al., 2004; Bariya et al., 2012b; Takeuchi & Kim, 2018).

Porém entre os diversos estudos que avaliaram a aplica¢do de microagulhas na pele,
ndo atingem um denominador comum, descrevendo um dispositivo de aplica¢do e a forca
padronizada através desse dispositivo a fim de uniformizar as aplicagdes. Além disso, ndo ha
muitos estudos na literatura utilizando microagulhas na cavidade bucal e o uso desse sistema
em humanos ainda ndo foi realizado. Desta forma, a hipétese deste estudo foi que o uso de
microagulhas promove menor dor do que a agulha hipodérmica quando aplicado através de um
dispositivo de aplicacdo (for¢a padronizada em 10N) em diferentes sitios da cavidade bucal,

tornando um sistema promissor para melhorar a penetra¢ao de farmacos topicos nessa regiao.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. Mucosa Oral
2.1.1. Sensibilidade e percepc¢iao dolorosa

A dor pode ser causada por um dano tecidual e é definida como uma experiéncia
multifatorial, envolvendo também os componentes sensorial e emocional, pois fatores como
genética, género, emogdes e experiéncias interferem na modulacdo da dor (Castro Lopes, 2003;
Sessle et al., 2008).

Todas as vias sensoriais, comecam com um estimulo na forma de energia que atua
em um receptor sensorial, este por sua vez, atua como um transdutor, capaz de converter o
estimulo em um sinal intracelular ocasionando em uma mudanca no potencial de membrana,
que atingindo o limiar, sdo gerados potenciais de a¢do que sdo transmitidos de um neur6nio
sensorial primdrio para um neurdnio sensorial secundério, e assim sucessivamente até chegar
no Sistema Nervoso Central (SNC) (Silverthorn, 2017).

Os receptores responsdveis por receber o estimulo nociceptivos, sdo o0s
nociceptores, que sao neurdnios com terminacdes nervosas livres capazes de responderem a
diversos estimulos (mecéanicos, quimicos ou térmicos) com potencial de causar ou que causam
um dano tecidual, produzindo um sinal de alerta para se obter respostas protetoras (Silverthorn,
2017). Os sinais aferentes dos nociceptores sdo levados ao SNC por dois tipos de fibras, a Ad
que sdo responsdveis por transmitir rapidamente a dor aguda, localizada pois suas fibras sdao
finas e mielinizadas, e as fibras C, responsaveis por transmitir a informacao de uma dor lenta e
difusa, pois sdo fibras finas ndo mielinizadas (Castro Lopes, 2003; Sessle et al., 2008;
Silverthorn, 2017).

Na regiao da cabeca, o nervo responsavel por transmitir a informagao dolorosa ao
SNC € nervo trigémeo que apresenta fun¢do mista, exercendo funcdo motora e sensitiva (Sessle
et al., 2008; Graff-Radford et al., 2015).

Nao ha muitos estudos na literatura que avaliaram a sensibilidade de diferentes
sitios na cavidade bucal e regido perioral, porém Grushka e colaboradores (1987), avaliaram a
sensibilidade das seguintes regides: 2,5 cm a direita e a esquerda do nariz, labio inferior (jun¢ao
mucocutanea), ponta da lingua, dorso da lingua (3 cm a partir da ponta da lingua), e as bordas
da lingua (esquerda e direita) através de filamentos de von Frey do tipo Semmes-Weinstein em
43 voluntarios. Seus resultados sugerem que os locais mais sensiveis sdo as regides proximas
do nariz e a ponta da lingua, e que o labio inferior é mais sensivel que qualquer as outra regides
avaliadas na lingua, i.e., dorso e bordas laterais (Grushka et al., 1987).

Komiyama e Laat (2005) avaliaram o limiar de deteccdo tatil e dolorosa, em 32
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voluntdrios, sendo 16 homens e 16 mulheres. A avali¢do foi realizada em multiplos pontos de
medi¢do orofacial por meio de monofilamentos de von Frey do tipo Semmes-Weinstein e
puderam concluir que na sensibilidade tatil a lingua € o que apresenta menor limiar tanto para
os homens como para as mulher. Na avaliacdo dolorosa, houve uma diferenca entre os géneros,
para as mulheres a regido de maior sensibilidade dolorosa foi a ponta da lingua e para os homens
foi a gengiva, e a pele (bochecha e polegar) apresentaram os maiores limiares. (Komiyama &
De Laat, 2005).

Um outro estudo conduzido por Okayasu e colaboradores (2014) examinou a
sensibilidade tétil e o limiar de dor na pele (bochecha, dorso e palma da mao e ponta dos dedos)
e na ponta da lingua, por meio de monofilamentos de von Frey do tipo Semmes-Weinstein com
20 diametros diferentes. Tanto para a sensibilidade tatil como para o limiar doloroso, a lingua
apresentou limiar mais baixo em comparacdo com as outras regides avaliadas (seguido por
bochecha, ponta do dedo, palma da mao e dorso da mdo como maior limiar), mostrando uma

maior sensibilidade tétil e dolorosa do que a pele (Okayasu et al., 2014) .

2.1.2. Estrutura, organizacio e permeabilidade

A cavidade bucal compreende a regido interna dos labios, gengiva, palato, assoalho
da boca, parte interna das bochechas (mucosa jugal) e dorso da lingua. Essas regides apresentam
diferengas na composicdo epitelial, originando diferentes tipos de mucosa, conforme ilustra a
Figura 1. A mucosa mastigatoria € revestida por um epitélio estratificado escamoso
queratinizado e compoe as regides de palato duro e gengiva inserida; a mucosa de revestimento
¢ revestida por um epitélio estratificado escamoso ndo-queratinizado e compde a (mucosa
labial, assoalho bucal, gengiva livre, mucosa jugal e palato mole); a mucosa especializada que
reveste exclusivamente o dorso da lingua, € composta pelo epitélio estratificado escamoso
contendo regides de epitélio queratinizado e regides ndo-queratinizadas, além da presenca de
papilas gustativas, que sdo responsaveis pelo sensaciao de gosto dos alimentos (Franz-Montan

et al., 2017a).
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- Mucosa mastigatoria
. Mucosa de revestimento

. Mucosa especializada

Figura 1. Ilustracdo esquemadtica da localizacdo anatdmica dos trés tipos de mucosa que

compdem a cavidade bucal. Figura adaptada de Franz-Montan et al. (2017a).

Imediatamente abaixo desses diferentes tipos de epitélio, encontra-se uma camada
de tecido conjuntivo, chamada de ladmina prépria. Sob a lamina prépria da mucosa ndo
queratinizada, encontra-se a submucosa, composta por células adiposas frouxas, tecido
glandular, vasos sanguineos e nervos e, nas regides de mucosa queratinizada e especializada, o
epitélio e o tecido conjuntivo estdo ligados diretamente ao peridsteo € no musculo da lingua,
respectivamente (Squier & Brogden, 2011).

O mecanismo do transporte dos fairmacos ocorre principalmente através de duas
vias, a paracelular, entre as células e a transcelular, através das células, sendo que a via
paracelular € a mais utilizada pelos principios ativos e muitos fatores limitam a permeacao das
formulacdes (Hassan et al., 2010; Franz-Montan et al., 2017a). Mesmo a mucosa oral sendo
mais permedvel que a pele, a sua organizagdo confere certa impermeabilidade, a qual apresenta
um grande desafio para o desenvolvimento de farmacos capazes de atravessd-la de forma
eficiente ( Squier et al., 1991; Franz-Montan et al., 2017a).

Os queratindcitos constituem as principais células do epitélio que reveste a
cavidade bucal. A unido entre essas células através de desmossomos, forma uma barreira
adicional de acesso ao tecido conjuntivo (Idmina prépria) e € considerado um passo limitante
para a absorcdo de farmacos. Além disso, a presenca de queratina (estrato c6rneo), nas regides
de palato duro e gengiva inserida, também dificulta a penetracdo de principios ativos (Hassan
et al., 2010; Squier & Brogden, 2011; Franz-Montan et al., 2017a).

Em resumo, a permeabilidade da mucosa bucal ¢ afetada pelas caracteristicas do
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epitélio, dependendo da sua estrutura (espessura e presenga de queratinizagdo) e a composi¢ao
lipidica do material intercelular, o qual apresenta diferencas dependendo do tipo de mucosa
(Squier & Hopps, 1976; Squier, 1984; Squier & Hall, 1984). Estudos demonstraram que a
permeabilidade do epitélio da mucosa bucal € menor no palato e maior no assoalho bucal (Lesch
et al., 1989; Harris & Robinson, 1992; Shojaei, [s.d.]).

Outro fator que pode limitar a penetragdo de ativos € a presenca da saliva, pois
apesar de exercer funcdes essenciais como a remineralizacio dos dentes, a saliva estd
constantemente lavando a cavidade bucal, diminuindo o contato e a biodisponibilidade de
farmacos aplicados topicamente (Zylberberg & Matosevic, 2016). Outros fatores limitantes sdo
0s movimentos musculares para realizacdo da mastigacao, degluticao e fonacdo, que atrapalham
a fixacdo da formulacd@o farmacéutica no sitio de aplicacdo ( Harris & Robinson, 1992; Chinna
Reddy et al., 2011; Serpe et al., 2016).

Desta forma, diversas estratégias estdo sendo desenvolvidas com a finalidade de se
obter uma maior permeacdo de diferentes grupos de farmacos através da mucosa bucal tanto

visando efeito sistémico como efeito local.

2.2. Administracio topica na cavidade bucal

Comercialmente, hd diversos tipos de formulacOes farmacéuticas usadas para
administracao topica de farmacos na cavidade bucal, como por exemplo géis, cremes, adesivos
ou solugdes (Franz-Montan et al., 2017a). Algumas caracteristicas sdo essenciais para garantir
a eficacia das formulagdes topicas, como por exemplo, que apresente baixa toxicidade ou que
ndo promova irritagdo no sitio de aplicagcdo, com elevada capacidade mucoadesiva, garantindo
fixacdo no local impedindo a sua remocao pela acdo da saliva e dos movimentos orofaciais,
além de possuir elevada capacidade de penetracdo tecidual (Zylberberg & Matosevic, 2016).

Portanto a fim de atingir esses objetivos e melhorar a acdo terapéutica das
formulacdes topicas, sdo necessdrias estratégias para melhorar as propriedades fisico-quimicas
dos componentes das formulagdes (solubilidade, coeficiente de parti¢do, compatibilidade com
os outros constituintes da formulacdo, concentracao, peso molecular, flexibilidade, pH, perfil
reoldgico e biocompatibilidade) (Chinna Reddy et al., 2011).

Os sistemas de liberacao controlada (“drug delivery systems”) surgiram como uma
maneira de melhorar a capacidade das formulacdes topicas com a finalidade de aumentar a
permeacao de ativos e agir de forma prolongada, aumentando a biodisponibilidade do farmaco
no sitio de acao, se destacam os carreadores nanoestruturados como lipossomas, ciclodextrinas,

nanoparticulas poliméricas e lipidicas, como método quimico de liberacdo controlada (Franz-
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Montan et al., 2017b). Com esse mesmo objetivo, facilitar a penetragdo de ativos, surgem os
métodos fisicos que incluem iontoforese e microagulhas (Franz-Montan et al., 2017b).

A iontoforese € um método fisico, capaz de aumentar a penetracdo de ativos através
da mucosa envolvendo o uso de eletrodos que emitem uma corrente elétrica, que direcionam a
penetracdo do ativo através do tecido em uma dire¢c@o Unica, estabelecida pelo campo elétrico
e pela carga do ativo (Wei et al., 2012).

Ja as microagulhas, melhoram a absorc¢do do ativo rompendo a barreira epitelial

criando microporos pelos quais o fairmaco penetra.

2.3. Microagulhas

Microagulhas sao microproje¢des de no méaximo 1500 pm de comprimento,
desenvolvidas para administrag@o transdérmica de medicamentos (Gill & Prausnitz, 2007a; Gill
et al., 2008). As microagulhas foram idealizadas para criar microperfuracdes no sitio de
aplicacdo cutaneo a fim de romper a principal barreira a penetragdo de fairmacos aplicados pela
via topica em pele, o estrato corneo, de maneira pouco invasiva, segura e pouco dolorosa (Gill
et al., 2008). Essas caracteristicas sdo possiveis pois as microagulhas sdo capazes de perfurar
somente as camadas superficiais da pele, sem atingir as termina¢des nervosas localizadas nas

regides mais profundas, conforme ilustra a Figura 2.

Agulha
hipodérnica

Estrato

Epiderme

Derme

Derme

Figura 2. Ilustracdo comparativa da perfuragdo da pele utilizando uma agulha hipodérmica
(localizada a esquerda da imagem) e microagulhas (a direita da imagem). Figura adaptada de

Prausnitz e colaboradores (2004). (Prausnitz et al., 2004).
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Além disso, o uso tépico de microagulhas retine diversas vantagens como seguranga
do método, boa aceitacdo do paciente pois reduz o medo associado as agulhas, rentabilidade,
facilidade na entrega de moléculas grandes, facilidade de administracdo, potencial aumento da
eficacia local do farmaco, e boa tolerancia sem promover reacdes cutaneas locais como edema
ou eritema (Prausnitz et al., 2004; Bariya et al., 2012b). Além dessas vantagens, as
microagulhas podem ser autoadministradas pelo paciente, conferindo maior conveniéncia e,
consequentemente, maior adesdo ao tratamento (Takeuchi & Kim, 2018).

Normalmente, como mais de uma microagulha € utilizada, elas sdo organizadas de
maneira agrupada (como em um patch, por exemplo), e podem ser fabricadas de diversos
materiais como silicone, metal, aco inoxidadvel ou titanio (Ita, 2015). A Figura 3 ilustra uma
imagem de um patch contendo 57 microagulhas de 750 pm de comprimento, confeccionado
em aco inox, semelhante ao utilizado no presente estudo. Nesse tipo de organizacdo,
normalmente as microagulhas sdo sélidas e sdo utilizadas para perfurar o local de aplicacio de

uma formulagdo previamente a sua aplicacdo topica (Prausnitz, 2004).

Figura 3. Imagem de um patch de microagulhas de aco inox semelhante a utilizada no presente

estudo, posicionada sobre o dedo indicador em (A) vista de cima e (B) vista lateral.

Outros tipos de microagulhas ja foram descritos na literatura, as quais permitem a
administracdo do farmaco simultaneamente a sua aplicagdo na pele. Dentre esses tipos
destacam-se microagulhas revestidas com farmacos (Gill & Prausnitz, 2007a; Wermeling et al.,
2008; Ma & Gill, 2014a; Ma et al., 2015), microagulhas com microcanal capaz de abrigar o
medicamento no seu interior (Dharadhar et al., 2018), e aquelas a base de polimeros, onde o
proprio polimero mais o medicamento compdem as microagulhas, que permanecem no sitio de
aplicag¢do, formando um depdsito de liberagdo sustentada (Kochhar et al., 2013; Lee et al.,

2017).
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Diversos trabalhos in vitro e in vivo demonstraram significativa melhora na entrega
transdérmica através do uso de microagulhas, sendo uma alternativa importante a administragao
do farmaco por via oral e inje¢des pelas vias intradérmica, subcutdnea e intramuscular

(Prausnitz et al., 2004; Gill & Prausnitz, 2007a; Dharadhar et al., 2018).

2.3.1. Percepcio dolorosa decorrente da aplicacao de microagulhas em pele

Diversos estudos clinicos demonstraram que o uso de microagulhas na pele
promove pouca dor ou desconforto em voluntdrios sadios. Gill e colaboradores (2008)
concluiram que a aplicacdo tépica de microagulhas de aco inoxiddvel com diferentes
comprimentos (480, 700, 960 e 1450 pum), angulacdes (20, 55 e 90 graus), nimero de
microagulhas (1, 5 e 50 microagulhas), largura (160, 245 e 465 pum) e espessura (30, 45 e 100
pm) promoveu menor dor e desconforto quando comparado com agulha hipodérmica de 26G
na regido de antebraco de 10 voluntarios. Ainda, os autores demonstraram que quanto menor o
comprimento e o numero de microagulhas, menor a percep¢ao dolorosa (Gill et al., 2008).

Em um outro estudo, foi demonstrado que a aplicagdo de um patch contendo 16
microagulhas sélidas de aco inox de 200, 300 ou 400 pm de comprimento com 200 um de
diametro, e de um patch com 16 microagulhas de aco inox de 300 ou 550 um de comprimento
com 300 pum de diametro, ocas contendo um microcanal interno, cortadas a partir de agulhas
hipodérmicas de 30G obtidas comercialmente promoveram pouca dor e minima irritacdo
cutanea (que durou menos de 2 h) no antebraco de 18 voluntdrios sauddveis. Ainda, esses
autores observaram que quanto maior o comprimento da microagulha, maior a duracdo de
vermelhidao e do aumento do fluxo sanguineo promovido. Em acréscimo, as microagulhas
sOlidas causaram uma maior irritacdo cutanea do que as ocas, porém, ambas causaram menor
irritacdo cutanea do que a agulha hipodérmica (Bal et al., 2008).

De maneira semelhante, Haq e colaboradores (2009) demonstraram que patches
contendo 36 microagulhas sélidas de 180 e 280 um de comprimento confeccionadas de platina,
promoveu pouca dor e desconforto quando comparado com agulha hipodérmica de 25G
simulando uma inje¢@o hipodérmica na regido das nddegas em 12 voluntdrios (Haq et al., 2009).

Outros autores; evidenciaram que o comprimento (500 e 750 um), a espessura (75
e 124 pm), a largura (200 e 500 um) e a quantidade de microagulhas no patch (10 e 50) ndo
influenciaram na percep¢do de dor avaliada no antebraco de 10 voluntdrios e que o uso das
diferentes geometrias de microagulhas, com exce¢do das microagulhas mais longas (1500 pm),
promoveram dor semelhante a agulha hipodérmica 26G (Gupta et al., 2011).

Esses resultados sdo possiveis pois as microagulhas sdo suficientemente longas para
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atravessar a principal barreira cutanea (estrato corneo) e facilitar a entrega de farmacos préximo
dos capilares sanguineos, entretanto, sdo curtas e incapazes de atingir os receptores da dor

localizados na camada dérmica ( Gill & Prausnitz, 2007a; Bariya et al., 2012b).

2.3.2. Uso de microagulhas em mucosa bucal

Mais especificamente, a administracdo tdpica de microagulhas na cavidade bucal
tem sido pouco relatada na literatura. Alguns estudos buscaram estabelecer metodologias para
realizacdo de ensaios de permeacdo in vitro utilizando mucosa oral de suinos e microagulhas
em células de difusdo vertical do tipo Franz (Serpe et al., 2018, 2016).

O tratamento para cancer bucal envolve a administracdo injetidvel do agente
quimioterdpico no interior da lesdo, porém além de causar dor aos pacientes, nao distribui o
farmaco de uma maneira eficiente. Um estudo concluiu que um patch de microagulhas de 700
de comprimento com 200 de largura, foram revestidas com doxorrubicina encapsuladas em
nanoparticulas e um patch de 57 microagulhas de 1 cm de comprimento e 1 cm de largura foram
revestidas com doxorrubicina (sem nanoparticulas), sdo capazes de promover uma distribui¢do
uniforme e localizada do ativo no sitio de aplica¢do. Além disso, tecidos estavam sob uma
almofada de papel e mostraram que com a aplicacdo das microagulhas ndo houve vazamento
do farmaco através da mucosa, diferentemente da agulha hipodérmica que vazou 25% do
farmaco injetado (Ma et al., 2015).

Em um estudo in vivo realizado em coelhos, foi demonstrado que microagulhas de
700 pm de comprimento e 200 pm de largura, organizadas em um patch contendo 5
microagulhas fabricadas de ago inoxiddvel revestidas com E2V3, uma vacina de particulas
semelhantes a virus HIV; e uma vacina de DNA do HIV gp160e, aplicadas topicamente na
regido interna do labio inferior e no dorso da lingua foram capazes de induzir respostas
sist€micas e imunes de forma semelhante a injecdo intramuscular das vacinas. Ainda, a
administracio com microagulhas produziu resposta local nos sitios de aplicacdo,
diferentemente da injec@o intramuscular, que sé produz uma resposta sistémica (Ma & Gill,
2014b).

Desta forma, o uso de microagulhas é um sistema promissor para administracdo de
medicamentos e vacinas pela via topica em mucosa bucal, podendo ser muito ttil no tratamento
de lesdes que dificilmente possuem tratamento tépico eficaz (Ma et al., 2014; Wang & Wang,
2015; Zhen et al., 2015; Creighton & Woodrow, 2018). Além disso, esse sistema pode melhorar
a penetracao de anestésicos locais e melhorar a eficicia de anestésicos topicos nesta regido. No

entanto, a seguranca e a avalia¢do da dor decorrente da aplicagdo desse sistema na mucosa bucal



de humanos ainda nao foi avaliada na literatura.

22



23

3 PROPOSICAO

Desenvolver e avaliar um dispositivo de aplicacdo para aplicacdo topica de
microagulhas com for¢a padronizada e segura na cavidade bucal de humanos. Além disso,
verificar a dor e a seguranca da aplicag¢do topica de microagulhas sélidas de aco inoxiddvel,
organizadas em um patch através do sistema desenvolvido em diferentes regides da cavidade
bucal, visando sua futura aplicabilidade como um sistema de liberacdo de farmacos para uso

topico em mucosa bucal.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Delineamento experimental

Primeiramente, a fim de padronizar a forma e forca em que seriam feitas as
aplicagdes com as microagulhas (MA) e com o controle negativo (FL), foi desenvolvido um
dispositivo de aplicac@o que permitiu a padronizagdo da for¢a de aplicacao em 10N. Entao, foi
confirmado que essa forca de aplicacdo foi suficiente para perfurar os diferentes sitios da
cavidade bucal, através da evidenciacdo dos microfuros com de violeta genciana 1%.

Em seguida, em um estudo clinico, cruzado, randomizado, duplo cego, controlado
por placebo, realizado em duas sessoes, 30 voluntdrios homens saudédveis receberam aplicagdo
de microagulhas e dos dois controles (positivo e negativo) em diferentes regides da cavidade
bucal. O desconforto dos tratamentos foi avaliado através de uma escala analdgica visual
(EAV). A ocorréncia de eventos adversos foi avaliada imediatamente apds a realizacdo dos
tratamentos (0 h) e no dia seguinte (24 h).

A randomizacdo deste estudo foi realizada por sorteio, utilizando-se o programa
Microsoft® Excel. Foram randomizados o lado de aplicagdo (direito e esquerdo); a sequéncia
de tratamentos (microagulhas, controle positivo e controle negativo); e a sequéncia dos sitios
de aplicacdao (palato, lingua, ldbio, bochecha e gengiva). Os voluntdrios receberam os
tratamentos nas regides com intervalo de 30 segundos entre cada aplicacao.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada por um dentista tnico e treinado, e a
avaliacdo da percepg¢do dolorosa dos procedimentos (aplicagdo da EAV) foi realizada por outro
pesquisador, que desconhecia a ordem dos tratamentos realizados. O cegamento dos voluntarios
foi realizado através do uso de uma venda preta.

O delineamento experimental da fase clinica de avaliagdo do desconforto
decorrente da aplicagdo das MA e dos controles nos diferentes sitios da cavidade bucal

encontra-se resumida na Figura 4.
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Populacao estudada:
30 voluntarios
Idade 20 a 35 anos
[

Sitios de aplicacoes:
» Labio
* Mucosa Jugal
* Lingua
» Palato
* Gengiva
|
Viabilidade do dispositivo de aplicacdo:
Forg¢a de aplicagao 10N
Capacidade de perfuragao
Trataullentos:

Microagulhas (MA)

Flat patch (FL) — Controle negativo
Agulha hipodérmica 30GI (AG) — Controle positivo

Avaliacé&o da dor:
Escala Analogica Visual (EAV)

[
Avaliacao da seguranca:

Inspegao visual para os seguintes efeitos adversos observados
imediatamente apos (0 h) e no dia seguinte (24 h) das
aplicagoes:

-Ulceragao
-Equimose
-Vermelhidao
-Sangramento
- Inchago

Figura 4. Fluxograma do delineamento experimental do estudo clinico de avaliacio do
desconforto decorrente da aplicacdo das MA e dos controles nos diferentes sitios da cavidade

bucal.
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4.2.  Consideracoes éticas

Os voluntérios foram informados verbalmente do conteiido da pesquisa, e apds
terem tomado ciéncia e aceito participar da pesquisa, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, de acordo com a resolu¢do no 466/12, do Conselho Nacional de Saude.
Este estudo foi aprovado pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP (CAAE:
39194814.8.0000.5418) (Anexo I) e foi registrado no site ClinicalTrials.gov (Nudmero
Identificador: NCT03855397).

Os voluntdrios selecionados atenderam os seguintes critérios de inclusdo: homens
(mulheres foram excluidas pois o ciclo menstrual pode afetar a percep¢io da dor (Pieretti et al.,
2016); com boa satide geral, sem histérico de doengas sist€mica, neuroldgica ou psiquica; e boa
saude oral, sem sinal de doencgas orais como cérie, gengivite, doenga periodontal e presenca de
afta. Foram excluidos voluntarios com hdébitos frequentes de uso de dlcool e fumantes; uso de
aparelho ortodontico fixo; voluntdrios que fizeram uso de medicamos que alterassem a
percep¢ao de dor (analgésicos, anti-inflamatdrios, antidepressivos), que receberam anestesia
local ou que tiveram algum trauma na cavidade bucal nas ultimas 2 semanas que antecederam

o estudo.

4.3. Fabricacao do patch de microagulhas

As microagulhas utilizadas neste estudo foram preparadas de acordo com
metodologia desenvolvida previamente pelo colaborador internacional dessa pesquisa (Gill &
Prausnitz, 2007ab), o qual gentilmente doou os patchs utilizados prontos para o uso.
Brevemente, as microagulhas foram cortadas a partir de laminas de aco de 75 pm de espessura
(Trinity Brand Industries, SS 304; McMaster-Carr, Atlanta, GA, USA), usando um laser
infravermelho (Resonetics Maestro, Nashua, NH, USA). Para a realizacdo dos cortes da 1amina
de aco, o desenho das microagulhas foi primeiramente feito em um software AutoCAD
(Autodesk, Cupertino, CA, USA) e a partir deste desenho, o laser infravermelho foi ajustado
em 1000 Hz, 20 J/cm? de densidade de energia, com 40% de atenuagio para cortar as
microagulhas. Um total de trés passagens do laser foram realizadas para completar o corte na
lamina de ago. Foi utilizado a velocidade de 2 mm/s e um jato de ar com pressao constante de
140 Kpa. As microagulhas foram preparadas como linhas individuais de agulhas (agulhas “em
plano”) e, subsequentemente, dobrados em 90° para fora do plano (agulhas “fora do plano”). A
dobra das microagulhas foi realizada com uma lamina de bisturi n° 9 com o auxilio de uma

Lupa modelo SMZ-171-TLED Marca AREA Scientific.

As microagulhas recém cortadas pelo laser foram limpas manualmente com
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detergente (Alconox, White Plains, NY, USA), para aplainar a superficie e remover os depdsitos
de 6xido gerados durante o corte com laser, seguido de lavagem completa em dgua corrente.
Ap6s a lavagem das microagulhas, elas foram submetidas a um eletropolimento para remover
as irregularidades, impurezas, bem como afiar as suas pontas. Para isso elas foram imersas em
um recipiente de vidro de 300 mL a 70 °C contendo uma solu¢do de glicerina, dcido orto-
fosforico (85%) e 4gua numa proporc¢do de 6: 3: 1 (v/v) sob agitacdo magnética (150 rpm). Uma
placa de cobre foi utilizada como o cidtodo, enquanto microagulhas atuaram como o anodo. O
anodo foi vibrado a uma frequéncia de 10 Hz durante todo o processo de eletropolimento,
usando um dispositivo de vibragdo construido sob encomenda para ajudar a remover as bolhas
de gés geradas na superficie anddica durante o processo. Uma densidade de corrente de 1,8
mA/mm? foi aplicada durante 15 minutos para o processo. Depois do eletropolimento, as
microagulhas foram limpas por imersao alternada em dgua deionizada e 4cido nitrico 25% por
trés vezes, durante 30 segundos cada. Apds esta lavagem, as microagulhas foram lavadas
novamente em dgua corrente aquecida, seguida de uma lavagem final em &4gua corrente
deionizada. Em seguida, as microagulhas foram secas com ar comprimido antes de serem
armazenadas em recipientes hermeticamente fechados até posterior uso. A espessura € o
comprimento final das microagulhas apds o processo de eletropolimento foi de

aproximadamente 50 e 750 um, respectivamente.

44. Dispositivo de aplicacao
Um dispositivo para a aplicagdo das microagulhas foi desenvolvido a fim de se

uniformizar a for¢a de aplicacao nas diferentes regides da cavidade bucal avaliadas.

4.4.1. Design do dispositivo de aplicacao das microagulhas

Foi desenvolvido um dispositivo simples composto por uma seringa de SmL
(Descarpack®, lote: SLLAAO014) contendo uma mola de cabono de 2,3 cm em seu interior,
cuja deformacdo foi utilizada para padronizar forca de aplicac@o para todas as aplicagdes. O
patch de microagulhas foi fixado na superficie do émbolo da seringa. O dispositivo completo
foi esterilizado em autoclave (121°C, 1 atm, 15 minutos) antes das aplica¢des na cavidade

bucal.

4.4.2. Estudo preliminar para determinacao da forca desenvolvida pelo dispositivo de

aplicacao das microagulhas
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A forca induzida pela deformacdo da mola foi padronizada em 2 mm de
deslocamento, representando 1 unidade da seringa. Em um estudo preliminar, 10 dispositivos
diferentes foram testados 10 vezes cada contra uma balanga analitica para avaliar o kg/F

induzido por esta deformagao em dois dias distintos (n=200).

4.4.3. Viabilidade do uso do dispositivo de aplicacao das microagulhas em diferentes
sitios da cavidade bucal

A viabilidade do uso do dispositivo de aplica¢ao desenvolvido foi verificada através
da confirmacdo da perfuracdo promovida nos diferentes sitios avaliados. Brevemente, apds a
aplicagdo das microagulhas nos diferentes locais utilizando o dispositivo de aplicagdo
desenvolvido, com a forca padronizada nos experimentos anteriores, as regidoes foram coradas
com violeta de genciana a 1%, a fim de evidenciar os microcanais criados pelas microagulhas.

As regides coradas foram fotografadas.

4.5. Tratamentos

Uma agulha hipodérmica de calibre 30 G (agulha odontoldgica curta, Injex®, lote:
332/15) foi utilizada como controle positivo. Nas regides de tecido mole (mucosa jugal, lingua
e labio inferior), a agulha foi inserida na profundidade de 3 mm, padronizado com uma
marcacdo a caneta. Nas regides de tecido duro (palato e gengiva), as agulhas foram inseridas
até contato com o periosteo. Um patch idéntico ao patch de microagulhas, confeccionado com
0 mesmo material, porém sem microagulhas, foi utilizado como controle negativo. Esse patch
foi fixado no mesmo dispositivo desenvolvido para aplicacdo das microagulhas, a fim de se
padronizar a mesma for¢a de aplicacdo das microagulhas.

Os tratamentos foram realizados nas seguintes regides da cavidade bucal: mucosa
jugal (porcdo interna da bochecha, 1 cm atrds do angulo bucal), gengiva inserida (entre os
incisivos superiores centrais e laterais), lingua (superficie dorsal da regido anterior), 1dbio (parte
interna do l4bio inferior), e palato duro (processo alveolar da regido anterior), conforme ilustra

a Figura 5.
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Figura 5. Fotos ilustrando a aplicagc@o do patch através do dispositivo de aplicacdo desenvolvido
(imagens da esquerda do painel) e do controle positivo (agulha hipodérmica, imagens da direita

do painel) nos sitios: mucosa julgal (A), gengiva inserida (B), lingua (C), labio (D) e palato (E).
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4.6. Avaliacao da dor

Logo apés cada aplicacdo (microagulhas, controles positivo € negativo) em cada
um dos 5 locais, a dor decorrente do tratamento foi avaliada em uma Escala Analégica Visual
(EAV) (Hjermstad et al., 2011). A EAV ¢ formada por uma linha de 10 cm sem demarcagdes,
contendo apenas os termos “sem dor”, no extremo esquerdo, e “dor insuportavel” no extremo

direito e as aplica¢des foram feitas pelo mesmo operador.

4.7.  Avaliacao da seguranca do uso de microagulhas nos diferentes sitios da cavidade
bucal
4.7.1. Inspecao visual do local de aplicacao das microagulhas

A seguranca da aplicacdo das microagulhas com o dispositivo de aplicacio
desenvolvido foi verificada imediatamente apos a aplicacdo (0 h) e no dia seguinte (24 h) das
aplicacdes. Os diferentes locais de aplicacdo foram inspecionados visualmente quanto a
ocorréncia de pontos de sangramento, ulceracdo, hematoma, vermelhiddao ou inchaco. Além da

inspecao visual, os locais foram fotografados aleatoriamente para fins de documentacao.

4.7.2. Avaliacao da integridade das microagulhas apos o uso

A fim de confirmar a integridade das microagulhas apds as inser¢des nas diferentes
regides da cavidade bucal, e assegurar a auséncia de fratura do dispositivo no interior dos
tecidos, todos os patches de microagulhas foram avaliados por microscopia eletronica de
varredura (MEV) em um microscopio modelo JEOL JSM 5600 PV, acoplado com Sistema de
EDX, onde as amostras foram observadas com 15 kV e um aumento de 35, 40 e 50 x tanto em

vista frontal como em vista lateral.

4.8.  Analise estatistica
Os resultados de intensidade de dor (em mm, avaliados através da EAV) estido
apresentados em mediana e desvio interquartilico. A distribuicdo normal foi avaliada por meio
do teste de Kolmogorov-Smirnov e transformagdes do logaritmicas na base 10 foram aplicadas
para as varidveis continuas quando os resultados foram significativos, considerando um nivel
de significancia de 5% (p < 0,050).
Uma andlise de variancia (ANOVA) com dois critérios foi calculada para avaliar as
diferencas na intensidade da dor considerando os seguintes fatores intrasujeitos: local (cinco
niveis - palato, lingua, 1abio inferior, mucosa e gengiva) e tipo de tratamento (trés niveis -

microagulha, patch e agulha hipodérmica). J4 as andlises para compara¢des multiplas foram
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realizadas usando o teste de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p = 0,050).
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5 RESULTADOS
5.1.  Validacao e viabilidade do uso do dispositivo de aplicaciao desenvolvido

A Figura 6 (A) ilustra uma fotografia de um patch contendo 57 microagulhas de
750 um de comprimento, semelhante ao utilizado no presente estudo, posicionado sobre o dedo
indicador humano, e (B) uma fotomicrografia obtida por de microscopia eletronica de varredura
de um patch de microagulhas ndo usado em comparagdo com uma agulha hipodérmica 30G

utilizada neste estudo.

Figura 6. Patch contendo 57 microagulhas de 750 um de comprimento cada, posicionado sobre
o dedo indicador humano (A). Fotomicrografia obtida por de microscopia eletronica de

varredura de um patch de microagulhas em comparag¢do com uma agulha hipodérmica 30G (B).

A Figura 7A ilustra o dispositivo de aplicagdo desenvolvido para aplicacdo das
microagulhas nas diferentes regides da cavidade bucal. As linhas amarelas ilustram o sentido
da deformacdo de 2 mm da mola. A Figura 7B mostra em detalhes a fixacdo do patch de
microagulhas no @mbolo da seringa. A Figura 7C mostra a variagao dos valores de forca obtidos
a partir de 10 dispositivos diferentes, realizadas em 2 dias distintos (n=200). O coeficiente de
variacdo dessas medidas foi de 6,96%, e foi considerado adequado para aplicacdo das
microagulhas de maneira uniforme, a partir do qual o dispositivo desenvolveu uma forca de

aproximadamente 1 kg (~10 N).
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Figura 7. Foto do dispositivo de aplicagdo desenvolvido para aplicagdo das microagulhas
composto de uma seringa (5 mL) contendo uma mola no seu interior, ilustrando através de
linhas amarelas o sentido da direcdo da forca de aplicacdo (A). Detalhes da fixac¢do do patch de
microagulhas no émbolo da seringa (B). Distribuicdo da forca obtida (N) durante a avaliacdo
do peso exercido pela deformagdo da mola a partir de 10 dispositivos diferentes, avaliados em

dois dias distintos (n=200).

A Figura 8 apresenta as fotos dos sitios corados com violeta de genciana
imediatamente apds a aplicagdo do patch de microagulhas, demonstrando a pigmentag@o nos
microfuros criados pelas microagulhas, confirmando que as microagulhas foram capazes de
perfurar as diferentes regides de mucosa queratinizada ou nao da cavidade oral, utilizando o

dispositivo de aplicacdo desenvolvido e a for¢a padronizada em 10 N.
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- ' ; i
Figura 8. Fotos realizadas dos diferentes sitios de aplicacdo imediatamente apds a evidenciagao

dos microfuros com violeta genciana 1% apds a aplicagdo das microagulhas: palato (A);

gengiva (B); e porcao interna do l4bio inferior (C).

5.2.  Avaliacio da dor e seguranca da aplicacao de microagulhas em diferentes sitios
da cavidade bucal utilizando o dispositivo de aplicacao desenvolvido

A Figura 9 mostra os resultados da intensidade da percepcao dolorosa decorrente
dos diferentes tratamentos avaliados pelos voluntérios nos diferentes sitios da cavidade bucal,
através da Escala Analdgica Visual (mm). Em todos os sitios avaliados, a aplicagdo das
microagulhas promoveu menor dor quando comparado com o controle positivo (p < 0,05). No
entanto, as microagulhas promoveram maior dor quando comparado ao controle negativo (p <
0,05), exceto na lingua, onde esses tratamentos nao diferiram estatisticamente (p > 0,05). Em
todas as regides, o controle positivo promoveu maior dor quando comparado ao controle

negativo (p < 0,001).
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Figura 9. Mediana (desvio interquartilico) da percep¢do de dor avaliada através da EAV (em
mm) decorrente da aplicacdo do patch de microagulhas (MA), controle negativo (FL) e controle
positivo (agulha 30G) (AG) para os 5 sitios da cavidade oral: (A) palato; (B) labio; (C) lingua;
(D) gengiva inserida; (E) mucosa jugal. Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. *p < 0,05;
*#%p < 0,001 (n=30).

A tabela 1 mostra a incidéncia de pontos de sangramento decorrente da aplicacdo
dos tratamentos nas diferentes regides da cavidade oral, imediatamente apds as aplicagdes (0
h). Decorridos as 24 h, esses pontos de sangramento niao foram mais observados. Nao foram
observados casos de vermelhiddo, inchaco, equimose e ulceracdo apds o uso dos tratamentos
nos dois tempos analisados.
Tabela 1. Incidéncia de sangramento apds a aplicagdo dos diferentes tratamentos (MA:

microagulhas; FL: controle negativo; AG: controle positivo) nos diferentes sitios avaliados.

MA FL AG
Labio 0 (0%) 0 (0%) 2 (6,7%)
Mucosa jugal 0 (0%) 0 (0%) 4 (13,3%)
Lingua 0 (0%) 0 (0%) 16 (53,3%)
Palato 3 (10%) 0 (0%) 11 (36,7%)
Gengiva inserida 4 (13,3%) 0 (0%) 13 (43,3%)
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A Figura 10 apresenta as fotomicrografias dos patchs de microagulhas apés aplicagdo
nos diferentes sitios da cavidade bucal avaliados, utilizando o dispositivo de aplica¢do desenvolvido
com for¢a de aproximadamente 10 N. Foi possivel verificar que as microagulhas permaneciam
anguladas ap6s a inser¢do nos 3 diferentes tipos de mucosa de revestimento da cavidade bucal
(queratinizada, ndo queratinizada e especializada). Além disso, essas fotomicrografias revelam
a integridade das microagulhas apds o uso, confirmando que nao houve fratura de microagulhas
no interior dos tecidos, demonstrando a seguranga da aplicagdo dos patchs utilizando o

dispositivo de aplicacdo desenvolvido a partir da for¢a padronizada.
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Figura 10. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura das microagulhas
(MA) usadas nos voluntdrios. Imagens da esquerda mostram vista frontal e as imagens da
direita, mostram vista lateral das MA. MA usadas em: mucosa jugal (A e B); gengiva inserida

(C e D); dorso da lingua (E e F).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez a viabilidade de aplicacdo de
microagulhas em cavidade bucal de humanos, em um estudo cruzado, randomizado e
controlado e foi possivel confirmar a hipétese de que a aplicagdo tépica de microagulhas em
diferentes regides da mucosa bucal promove menor percepc¢ao dolorosa quando comparada com
agulha hipodérmica. Esses resultados, corroboram com estudos clinicos realizados na pele de
antebraco de voluntérios sadios, no qual microagulhas de diferentes geometrias, promoveram
menor percep¢do dolorosa quando comparada com a inser¢do de agulha hipodérmica (Gill et
al., 2008; Gupta et al., 2011). O presente estudo também apresentou resultado semelhante ao
relatado por Haq e colaboradores (2009), os quais demonstraram que a aplicacdo tdpica
microagulhas induziu menor percepc¢do dolorosa na pele das nddegas de voluntdrios quando

comparado com agulha hipodérmica (Haq et al., 2009).

Nesses estudos clinicos, a agulha hipodérmica foi inserida na pele simulando uma
injecdo subcutanea ou com penetracdo de 5 mm (Gill et al., 2008; Haq et al., 2009). Ja no
presente estudo, essas inser¢cdes ndo foram vidveis considerando a anatomia das diferentes
regides da cavidade bucal e considerando que essa técnica ndo é comumente realizada dentro
da boca. Desta forma, no presente estudo, a agulha penetrou 3 mm em mucosa de revestimento
e nos casos de mucosa mastigatdria, penetrou até o contato com peridsteo. Apesar dessas
diferencas na inserc@o da agulha hipodérmica realizada em pele e mucosa bucal, os resultados
foram semelhantes e demonstraram que a insercdo da agulha hipodérmica causa maior

desconforto do que a aplicacdo topica de microagulhas.

Em relacdo ao tamanho das microagulhas, nos estudos realizados em pele, os
comprimentos avaliados foram bem variados e ndo excedeu 1495 um, o que pode justificar a
menor percep¢do dolorosa induzida por esse sistema (Gill et al., 2008; Haq et al., 2009). No
entanto, Gupta e colaboradores (2011), relataram que microagulhas mais longas (1500 pum)
induziram uma percepcao dolorosa igual quando comparadas com agulha hipodérmica 26G

(Gupta et al., 2011).

Desta forma, nesse estudo optamos por avaliar um patch com microagulhas de 750
um de comprimento, o que seria um comprimento intermedidrio daqueles ja testados em
humanos (180-1500 um). Além disso, considerando que, o tecido epitelial € a principal barreira
de penetracdo de um farmaco aplicado topicamente na cavidade bucal, e os diferentes sitios
avaliados apresentam uma ampla variagdo de espessura epitelial (cerca de 70 pm na gengiva

inserida, e a superiores a 500 pm na mucosa jugal), optamos por avaliar uma microagulha que
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tivesse comprimento minimo e suficiente para atravessar os diferentes sitios de aplicacdo

(Squier & Brogden, 2011; Prestin et al., 2012; Alves et al., 2018).

Em relagdo a agulha hipodérmica utilizada no presente estudo, diferentemente dos
estudos em pele que relatam uso de calibre 26G, utilizamos uma agulha de calibre menor (30G),
uma vez que € o calibre de agulha odontolégica curta mais utilizada durante injecdes

infiltrativas na cavidade bucal (Reed et al., 2012)

Cabe ressaltar que, apesar das microagulhas promoverem menor desconforto
quando comparado ao controle positivo, as microagulhas induziram maior dor e desconforto
quando comparado ao controle negativo, na maioria dos sitios da cavidade bucal avaliados
(exceto a lingua), corroborando os resultados descritos por Gill e colaboradores (2008)
realizado em pele de antebraco (Gill et al., 2008). Nesse estudo, apesar do controle negativo
utilizado (i.e. haste de teflon de ponta romba de 3 mm de diametro) diferir do presente estudo
(patch idéntico porém sem microagulhas) os resultados foram semelhantes. Outros estudos
clinicos que avaliaram percep¢do dolorosa de microagulhas em pele, ndo relataram o uso de

controle negativo (Hagq et al., 2009; Gupta et al., 2011).

Por outro lado, Bal e colaboradores (2008) demonstraram que o uso de
microagulhas com comprimentos varidveis (200 a 550 um) promoveu menor percepcao
dolorosa quando comparado ao controle negativo. O controle negativo relatado por esses
autores ¢ um molde idéntico, porém sem microagulhas, semelhante ao controle negativo usado
no presente estudo. Essa diferenca pode ser explicada uma vez que os autores ndo descreveram
qual foi a forca de aplicacdo das microagulhas, e se essa forca foi padronizada foi a mesma
utilizada para aplicacdo do controle negativo (Bal et al., 2008). No presente estudo, tanto o
patch de microagulhas quanto o patch controle negativo foram aplicados com a mesma forca,

padronizada pelo uso do dispositivo de aplica¢do desenvolvido.

A lingua, embora apresente uma alta densidade de inervacdo somatossensorial,
mostrou a mesma intensidade de dor quando comparados o controle negativo e as microagulhas.
Isso poderia ser explicado pelo aporte somatossensorial tatil concomitante ao estimulo
nociceptivo das microagulhas, i.e., houve uma necessidade de manipulagdo prévia por meio de
uma espdtula de madeira como apoio e necessidade de contragdo da musculatura. Sendo assim,
€ possivel que este estimulo tatil possa ter modulado a barragem de impulsos nociceptivos,
diminuindo a percepg¢ao dolorosa (inibicao segmental). Esse relacao fisioldgica entre estimulos
titeis e nociceptivos € historicamente conhecida como como teoria do portdo da dor e,

evidéncias recentes t€ém sugerido que estimulos nociceptivos também podem modular a
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percepcao tatil (Costa et al., 2017).

A ponta da lingua apresenta maior sensibilidade tétil e dolorosa quando comparas
a outras regides como gengiva e pele (bochecha, mao e dedo) (Okayasu et al., 2014; Komiyama
& De Laat, 2005). Ainda, Grushka e colaboradores (1987) reportaram que ponta da lingua e a
drea perinasal sdo os sitios mais sensiveis quando comparados ao 1abio inferior, dorso da lingua
(3 cm a partir da ponta) e bordas linguais (Grushka et al., 1987). Porém, no caso do nosso
estudo, as aplicacdes dos tratamentos foram realizadas no terco médio no dorso da lingua.
Sendo assim, o fato do estimulo nao ter sido aplicado na regido da ponta da lingua associado a
uma possivel modulacdo pelos estimulos tateis durante a aplicacdo possam explicar a baixa
sensibilidade dolorosa apds aplicacdo de microagulhas.

O presente estudo também merece destaque por descrever pela primeira vez, o
desenvolvimento de um dispositivo de aplica¢do para microagulhas, capaz de padronizar a for¢a
de aplicagdo e diminuir o viés de uma administracdo mal padronizada. Essa preocupacdo foi
escassamente descrita na literatura, onde poucos autores descrevem a forca de aplicacdo de
microagulhas ou como essa for¢a foi padronizada em estudos clinicos. No presente estudo, o
dispositivo de aplicacdo desenvolvido permitiu uma administragdo de microagulhas com
aproximadamente 10 N de for¢a igualmente em todos os sitios de aplicagdo. De maneira
semelhante, Lee e colaboradores (2017) descreveram uma forca padronizada de 12 N para
aplicagdo de microagulhas confeccionadas a base de carboximetilcelulose e gelatina que se
dissolvem no interior da pele. No entanto, esses autores nao detalharam como essa forca foi
predeterminada e padronizada (Lee et al., 2017).

Outros autores desenvolveram um dispositivo de aplica¢do para um patch contendo
36 microagulhas sélidas de platina de 180 e 280 um utilizando seringa de 2 mL, semelhante ao
utilizado no presente estudo. Esses autores também buscavam realizar aplicacdes com forca
padronizada, porém ndo descreveram qual foi a forca de aplicacdo desenvolvida pelo
dispositivo (Haq et al., 2009).

Cheung e colaboradores (2014) demonstraram em um estudo in vitro
odesenvolvimento de um dispositivo de aplicacao pneumatico, utilizando ar comprimido, onde
a forca do pistao era predeterminada por uma valvula. Esses autores avaliaram diferentes forgas
de aplicagdo (17,3; 34,6; 51,8; 60,5; e 69,1 N) para patches com 43 microagulhas de 1100 um
de comprimento ou 31 microagulhas de 1400 um de comprimento e concluiram que somente
forcas de superiores a 51 N foi eficiente em promover a permeacgao passiva da insulina, uma vez

que forcas menores ndo estavam sendo capazes de perfurar de maneira eficiente a pele de
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suinos, e as microagulhas se dobravam durante a aplicacdo (Cheung et al., 2014). Apesar desses
autores relatarem uma forca de aplicacio superior a utilizada no presente estudo, trata-se de um
sitio de aplicacdo com maior espessura epitelial e menor permeabilidade, envolvendo a
permeacdo de um principio ativo.(Shojaei, 1998).

Por outro lado, Davis e colaboradores (2004) demonstraram que a aplicacdo de
microagulhas metdlicas de 720 um com for¢cas menores (0,1 a 3 N) seria capaz de perfurar a
pele do dorso da mao com seguranga, considerando que for¢as maiores poderiam fraturar a
agulha no interior do sitio de aplicagc@o. Ainda, eles concluiram que forcas necessdrias para
fraturar microagulhas no momento de aplicacdo dependem da geometria e caracteristicas das
microagulhas (Davis et al., 2004). No presente estudo, apesar de usarmos uma for¢a 3x maior,
nao houve nenhum caso de fratura, confirmado por andlise das fotomicrografias obtidas das
microagulhas usadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 10).

De maneira semelhante, outros autores, demonstraram através de andalise de
fotomicrografias obtidas por MEV que patches de 36 microagulhas de platina de 180 e 280
pm de comprimento ndo foram danificadas nem fraturadas apds a aplicacdo em regido de
antebracgo de voluntarios (Hagq et al., 2009). Porém, os autores ndo relataram qual foi a forca de
aplicacdo e como a aplicagao foi padronizada.

Além de termos demonstrado a seguranga do dispositivo de aplicacdo com a forca
padronizada, também demonstramos que ela foi suficiente para perfurar os diferentes sitios da
cavidade bucal (Figura 5). Essa confirmacdo foi realizada através da evidenciagdo das
perfuragdes com violeta genciana 1%, conforme demonstra a Figura 8. Outros autores também
evidenciaram microperfuragdes produzidas pela aplicagdo tépica das microagulhas em pele
utilizando outros corantes como azul de metileno por exemplo (Gill et al., 2008; Haq et al.,
2009). Optamos pela escolha da violeta de genciana uma vez que este € um agente anfitungico
muito utilizado no tratamento de infec¢des por ciandida na regido orofaringea (Pienaar et al.,
2010).

Além da confirmacao de auséncia de fraturas e danos das microagulhas usadas, no
presente estudo verificamos que a aplicacio topica das microagulhas nos diferentes sitios da
cavidade bucal de voluntarios ndo promoveu efeitos colaterais como ulceracdo, equimose,
vermelhidao ou inchago, demonstrando a seguranca da aplicacdo desse sistema a partir do
dispositivo desenvolvido. De maneira semelhante, Bal e colaboradores (2008) demonstraram
que diferentes tipos de microagulhas (ocas ou solidas) com comprimentos varidveis (200-550)
promoveram minimo grau de irritacdo cutinea, avaliada através da avaliacdo da vermelhidao

cutanea e avalia¢do do fluxo sanguineo local, a qual teve duracdo médxima de 2 h decorrida da
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aplicacdo das microagulhas (Bal et al., 2008).

No entanto, no presente estudo, alguns pontos de sangramento foram observados
nas regides de palato duro e gengiva inserida decorrente do uso das microagulhas, enquanto
que a agulha hipodérmica promoveu pontos de sangramento em todas as regides avaliadas. Nas
regides que ocorreram pontos de sangramento com o uso das microagulhas (palato e gengiva),
o tecido epitelial € mais fino que os demais sitios avaliados, o que poderia justificar uma maior
probabilidade das microagulhas atingiram a lamina prépria, regido rica em vasos sanguineos,
justificando assim, a ocorréncia de pontos de sangramento ocorrido (Squier & Brogden, 2011).
Resultados semelhantes foram relatados por Ma e colaboradores (2014), os quais relataram
maior indice de sangramento em mucosa bucal de coelhos (regido interna de labio e lingua)
apos o uso de agulha hipodérmica quando comparado com microagulhas, demonstrando que,
independentemente dos sitios avaliados, as agulhas hipodérmicas causaram maior sangramento

do que as microagulhas (Ma et al., 2014).

Considerando que ja foi demonstrado em um estudo in vivo realizado no labio e no
dorso de lingua de coelhos que o uso de microagulhas revestidas com vacinas para dois
antigenos de HIV foi capaz de produzir a mesma resposta imune que a vacina administrada pela
via intramuscular (Ma et al., 2014). E que no presente estudo, a percep¢ao dolorosa decorrente
da aplicacdo topica de microagulhas foi semelhante ao controle negativo na mesma regiao,
consideramos que este é o sitio mais promissor e indolor para administracdo de farmacos

objetivando uma agao sistémica.

Além disso, os outros sitios de aplicacdo na cavidade bucal podem ser sitios de
aplicacdo igualmente promissores por terem apresentado uma sensibilidade reduzida, quando
comparado com agulha hipodérmica, conforme ja descrito anteriormente em outros estudos
clinicos em pele (Gill et al., 2008; Haq et al., 2009; Gupta et al., 2011). E importante ressaltar
que, uma outra vantagem da administracdo através de microagulhas é que, além do efeito
sist€tmico semelhante a via intramuscular, as microagulhas possibilitam uma efeito local
relevante, conforme demonstrado por Ma e colaboradores (2014) o que torna este método de

drug delivery promissor para ativos com ag¢ao local desejavel (Ma et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Em conclusio, o dispositivo de aplicacdo desenvolvido permitiu o desenvolvimento
de uma forga de aplicacdo homogénea de 10 N tanto para as microagulhas como para o controle
negativo e que foi capaz de perfurar os diferentes sitios da cavidade bucal. As microagulhas
s6lidas de aco inox de 750 um demostraram ser um sistema seguro e pouco doloroso quando
comparado com a agulha hipodérmica 30G, oferecendo uma forma promissora para melhorar a
eficacia clinica de formulagdes topicas aplicadas na cavidade bucal objetivando tanto efeito

local, quanto o efeito sist€émico.
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