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RESUMO

A anestesia local da cavidade oral € uma etapa fundamental na maioria dos
procedimentos odontolégicos. A administragdo ndo invasiva efetiva de anestésicos
locais na cavidade bucal visando substituir as doloridas injecdes, possibilitaria o
aprimoramento de procedimentos rotineiros e cirdrgicos. No entanto, a anestesia
profunda e pelo tempo adequado de regides estratégicas da mucosa oral requer a
penetragdo do anestésico em quantidades efetivas. Neste trabalho utilizou-se o
método de evaporacdo do solvente para obter membranas de gelatina com e sem
bupivacaina para aplicagdo como sistema mucoadesivo anestésico. Foram obtidas
membranas com 2%, 2,5% e 3% de gelatina com diversas concentragbes de
bupivacaina (0,125%, 0,25% e 0,50%). A solugéo final foi vertida em placas de petri
e o solvente evaporado em estufa com circulacao de ar a 40°C por 24 horas. As
membranas foram caracterizadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), ensaio de
biodegradacao/intumescimento in vitro e ensaio de molhabilidade. Através de uma
avaliacdo dimensional pode-se observar que quanto maior a concentragcdo de
gelatina mais espessa se tornam as membranas. Na analise por MEV pode-se
perceber que as membranas de gelatina com e sem bupivacaina apresentam uma
superficie homogénea, possivelmente com total incorporacdo do farmaco. Os
espectros de Infravermelho ndo apresentaram alteragdes significativas quando da
insercao da bupivacaina. O ensaio de biodegradacao/intumescimento in vitro
demonstrou que as membranas apresentaram alta capacidade de absorgéo,
intumescimento e biodegradacao, impedindo a pesagem e verificacdo das mesmas,
tendo em visto que as membranas se fragmentaram em fracdo de segundos. A
hidrofilicidade das membranas foi comprovada pelo ensaio de molhabilidade, no qual
pode-se observar que todas membranas nao apresentaram valores inferiores a 90°.
As membranas produzidas atingiram as expectativas da pesquisa, no entanto,
alguns ensaios ainda devem ser realizados para comprovar sua eficacia.

Palavras-chave: Gelatina, Anestésico, Bupivacaina.



ABSTRACT

Local anesthesia of the oral cavity is a fundamental step in most dental procedures.
The noninvasive discipline is applied in local anesthetics in the oral cavity in order to
replace the painful injections, enabling the improvement of routine and surgical
procedures. However, deep anesthesia and the fixed rhythm of the articular regions
of the oral mucosa require penetration of the anesthetic into effective particles. In this
work the casting process was used to obtain gelatin membranes with and without
bupivacaine for application as an anesthetic mucoadhesive system. Membranes with
2%, 2.5% and 3% of gelatin were obtained with various concentrations of
bupivacaine (0.125%, 0.25% and 0.50%). The final solution was poured into petri
dishes and the oven evaporated with air circulation at 40 ° C for 24 hours. As
membranes were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), In vitro biodegradation / swelling test and
moisture assay. Through a dimensional assessment can be greater than a thicker
gelatin concentration become like membranes. SEM analysis can be seen that
gelatin and non-bupivacaine membranes exhibit surface homogenization, possibly
with total drug uptake. The infra-structure spectra can’t be altered when inserting
bupivacaine. The assay of biodegradation in vitro shows that membranes are
absorbent, swelling and biodegradation, in detecting the weighing and the detection
of the same, have been seen membranes have fragmented in fraction of seconds. A
hydrophobic membrane is no longer able to do so, it is less than 90 °. Membranes
were produced as the research expectations.

Keywords: gelatin, anesthetic, bupivacaine.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de anestésicos locais, injetaveis, eficientes e seguros
pode ser considerado como um dos principais avancos da area odontoldgica no
século XX (Moore e Hersh, 2010), possibilitando a realizagdo e aprimoramento de
procedimentos rotineiros e cirdrgicos, ampliando o acesso ao tratamento dental a
milhares de pacientes.

Entretanto, o uso do anestésico injetdvel representa uma das principais
fontes de temor e até de fobia por parte significativa de pacientes (Clark e Yagiela,
2010), fazendo com que a visita ao consultério seja muitas vezes postergada e até
evitada (Smith e Heatom, 2003; Sokolowski, Giovannitti e Boynes, 2010; Mcgrath e
Bedi, 2004).

Avaliar o impacto deste inconveniente na saude bucal é dificil por ser
subjetivo (Armfield, 2011; Garcha, Shetiya e Kakodkar, 2010; Pohjola, Lahti et al.,
2009; Agdal, Raadal et al., 2008; Eitner, Wichmann et al., 2006;), porém, é estimado
gue aproximadamente 36% da populacao sofra de algum tipo de ansiedade relativa
a execugcdo de tratamentos dentais, enquanto 12% tem medo extremo de
procedimentos odontoldgicos, refletindo de modo negativo na saude bucal e
qualidade de vida (Hill, Chadwick e Freeman, 2013).

Os biomateriais s&do utilizados de forma ampla e ilimitada na Medicina,
Odontologia e Biotecnologia, sendo uma recente area do conhecimento, embora as
primeiras aplicacbes empiricas tenham sido datadas da Era Pré-histérica. A ampla
diversidade e sofisticagdo de materiais utilizados atualmente na area da saude é a
comprovagao do significante avanco cientifico e tecnol6gico ocorrido nos ultimos 60
anos (Ratner, Hoffman et al., 2004; Abramson, Alexander et al., 2004).

Uma ampla variedade de polimeros tem sido utilizada em dispositivos
biomédicos no campo da ortopedia, odontologia, cardiologia € em associagcdao aos
tecidos moles do corpo humano. Entre os polimeros de origem natural que possuem
papel relevante na area dos biomateriais estdo o colageno e a gelatina. Apesar de
esses polimeros apresentarem indubitavel importancia e uso difundido através de
numerosas aplicagbes, muitas vezes sdo ofuscados pela grande variedade de
polimeros sintéticos utilizados atualmente (Abramson, Alexander et al., 2004).

Dispositivos mucoadesivos podem melhorar a eficacia de drogas, mantendo

sua concentracdo no plasma a niveis terapéuticos durante longos periodos de
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tempo, inibindo a diluigdo da droga nos fluidos corporais. Além disso, a sua
capacidade para proteger o agente terapéutico contra a degradagdo enzimatica
(nucleases e proteases) os tornam sistemas muito interessantes por aumentar a
biodisponibilidade de peptideos bioativos, proteina e oligonucleotideos (Bravo-
Osuna, Vauthier et al., 2007).

A gelatina, devido as suas propriedades funcionais tem sido explorada em
estudos envolvendo a formacdo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
(Carvalho e Grosso, 2006; Sobral, 1999; Sobral, Menegalli et al., 2001)

Ha que se levar em conta que filmes elaborados a partir de proteinas
apresentam boas propriedades mecaénicas, épticas e sensoriais, embora sejam
sensiveis a umidade e apresentem elevada permeabilidade a vapor de agua
(Fakhouri, Fontes et al., 2007). Apesar disto, a gelatina apresenta-se como uma
interessante alternativa para a producéao de filmes para aplicacdes alimentares.

A liberacdo da droga via adesivos bucais evita a sua destruicdo pelo
conteudo gastrointestinal ou inativacao pelo metabolismo de primeira passagem e
assegura o contato direto da droga com o sistema biolégico para uma melhor
absorcao (Verma, Kaul et al., 2011; Boddupalli, Mohammad et al., 2010).

As formulagdes para liberacdo de farmacos na cavidade oral que combinem
caracteristicas bioadesivas para prolongar o conato com as mucosas e contenham
um reservatério central que pode ser de liberacdo rapida para veiculagcdo de
farmacos anestésicos, caracterizam os anseios dos pesquisadores diante da
possibilidade de quebra de paradigmas tanto dos cirurgides dentistas quanto dos
pacientes (Franz-Montan, Silva et al., 2007; Moraes, De Matos et al., 2009).

Dentre os anestésicos locais comercializados, os mais utilizados na
Odontologia sdo a lidocaina, a prilocaina, a mepivacaina e a bupivacaina. (Veering,
2003).

A Bupivacaina tem potencial anestésico quatro vezes maior do que a
lidocaina, porém apresenta uma toxicidade quatro vezes maior do que a mesma e
tem acdo em 6 a 10 minutos. A dose maxima é de 1,3 mg/Kg, nao excedendo 90 mg
ou 10 tubetes. E classificada como anestésico local de longa duragdo (Malamed,
2004; Ranali e Volpato, 1990).

Dessa forma, tanto o trabalho com formulagées para uso tépico que
possibilitem um efeito mais preciso para procedimentos superficiais (a exemplo do
sistema patch contendo lidocaina a 20%), como formulagdes de aplicagdo nao
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invasiva que possibilitem um efeito anestésico mais profundo trariam ganhos
significativos para a odontologia.

Neste sentido o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e
caracterizar membranas de gelatina com e sem bupivacaina para aplicagdo como

sistema mucoadesivo anestésico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mucosa Bucal

O que reveste toda a cavidade bucal é a membrana mucosa bucal ou
simplesmente, mucosa bucal. Esta mucosa apresenta caracteristicas estruturais
diferentes, dependendo da regido considerada. Isto ocorre porque esta mucosa se
adapta frente as agressdes funcionais frente a modificacées evolutivas e também
sofre modificagdes reversiveis em resposta a fungcédo e ao uso. A cavidade bucal é
inteiramente revestida por membranas mucosas (Figura 1) divididas em: a) epitélio
oral do tipo estratificado pavimentoso (escamoso), b) membrana basal, que liga o
epitélio e o tecido conjuntivo, ¢) lamina propria, que é o tecido conjuntivo subjacente
e d) submucosa, camada de tecido conjuntivo frouxo, ou adiposo ou glandular, com
vasos sanguineos calibrosos e nervos importantes, e estes tecidos estao localizados
sobre uma camada de musculo ou osso (Washington, Washington e Wilson, 2001).

——— Epitélio

— Wembrana Basal

—— Lémina Propria

Submucosa

Figura 1- Representacdo esquematica da mucosa bucal
(Patel, Liu e Brown, 2011).

A divisdo da mucosa em trés grandes grupos esta relacionada ao tipo de
epitélio que reveste o tecido conjuntivo subjacente. Trés tipos de mucosa oral podem
ser encontrados na cavidade oral: a mucosa de revestimento, a mucosa

especializada e a mucosa mastigatéria (Smart, 2004).
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o Mucosa mastigatoria

Estende-se sobre a regido do palato duro e gengiva que circunda os dentes
inferiores e superiores. O epitélio que reveste o palato duro é do tipo queratinizado e
esta sobreposto a uma lamina prépria rica em tecido conjuntivo fibroso. Com
excecao da regido da rafe palatina, na qual a Iamina propria esta diretamente
inserida sobre o peridsteo, existe uma extensa camada de submucosa entre 0 0sso
e a lamina prépria. A composicao desta submucosa varia de acordo com a regiao:
na porgao anterolateral ha o predominio de tecido adiposo, enquanto na regiao pos-
terolateral ha uma grande concentracdo de glandulas salivares menores. Ja a
porcdo da mucosa mastigatéria representada pela gengiva apresenta os trés tipos
de epitélio: nado-queratinizado, localizado na regido do sulco gengival e col
interdental; paraqueratinizado e queratinizado revestindo a gengiva marginal e

inserida.

o Mucosa de revestimento

Composta pela mucosa que reveste internamente os labios e a bochecha, o
ventre da lingua, o assoalho da cavidade bucal, o palato mole e parte da porgcao
lingual do processo alveolar mandibular. Tem como caracteristica apresentar uma
fina camada de tecido epitelial recobrindo uma Iamina prépria bastante
vascularizada e menos fibrosa quando comparada a lamina propria da mucosa
mastigatoria. Recobre essencialmente tecido muscular e, em fungcdo dessa
caracteristica, apresenta certa flexibilidade. Na regido do palato mole, a submucosa

é rica em glandulas salivares menores além de botdes gustativos.

o Mucosa especializada

Localizada sobre o dorso da lingua. Protege a musculatura lingual e, nos 2/3
anteriores da lingua, as papilas filiformes e fungiformes, que sdo recobertas por
epitélio queratinizado e nao queratinizado, respectivamente. Na porcao lateral e no
1/3 posterior da lingua reveste as papilas folheadas e valadas. As papilas valadas,
em torno de 8 a 12, situam-se no “v” lingual e tém papel importante para a
percepgao do sabor. Ao longo das paredes de cada uma destas papilas, que podem

variar em namero, encontra-se uma grande quantidade de botdes gustativos.
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A cavidade oral € a porta de entrada para todas as formulagdes orais. Os
fatores que irdo determinar a capacidade do farmaco de permear atraves da mucosa
bucal sdo: a solubilidade, coeficiente de particdo, tamanho e peso molecular, grau
de ionizacdo e pka do farmaco, pH da formulagdo, presenca de saliva e de
promotores de permeacgdo. Moléculas hidrofilicas podem passar entre 0s poros
aquosos adjacentes as cabecgas polares dos lipidios ou através do citoplasma.
Moléculas lipofilicas por sua vez preferem a rota transcelular, onde a permeacao ira
depender do coeficiente de particdo (Batheja, Thakur e Michniak, 2006).

Além disso, a mucosa oral oferece protecdo contra valores baixos de pH,
proteases e metabolismo de primeira passagem, sendo atrativa para liberacdo de
farmacos sensiveis, aumentando sua biodisponibilidade. A natureza altamente
vascularizada da mucosa € uma vantagem adicional para casos em que o0 paciente
apresenta dificuldade de degluticdo e nausea, podendo até mesmo ser utilizada em
pacientes inconscientes. Essa rota, por ndo ser invasiva, aumenta a adesdo do
paciente ao tratamento, além de diminuir os custos, visto que ndo necessita de
profissional altamente qualificado para a administracdo (Manohar, Sridhar e
Mallikarjuna, 2012).

2.2 Biopolimeros

Biopolimeros sé&o polimeros ou copolimeros produzidos através de matérias-
primas de fontes renovaveis, tais como: milho, cana-de-acucar, celulose, quitina,
gelatina dentre outras. Possui importantes aplicacbes sob a é&rea médica,
representando ainda uma das classes de materiais que vem mudando o cotidiano da
sociedade (Galaev e Mattiasson, 1999). Com isso, os biopolimeros ou polimeros
naturais, vém se destacando por ser caracterizados biodegradaveis e por
oferecerem excelente biocompatibilidade (Oliveira, 2007).

O trabalho de (Oliveira, 2007) ressalta a existéncia de uma lista com os
biopolimeros biodegradaveis e os n&o-biodegradaveis, investigados a respeito de
sua aplicacéo e a liberagdo de farmacos.

A juncao entre a ciéncia de polimeros com as ciéncias farmacéuticas
resultou em grandes inovacdes no sistema de liberacao de farmacos. Com tudo, um

nuamero representativo do biopolimeros vem sendo produzidos com finalidades
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comerciais, através de variados métodos de processamento para que o ingrediente
ativo seja disperso ou dissolvido. No que concernem por uma produgao industrial os
polimeros podem ser classificados em trés grupos: os naturais, oriundos da
fermentacdo de substratos naturais; os semi-sintéticos e sintéticos (Oliveira, 2007;
Vargas, 2014).

Os biopolimeros sintéticos biodegradaveis sdo constantemente utilizados
pela industria farmacéutica, como por exemplo, o poliésteres poli (4cido lactico) e
poli (acido glicélico). Contudo, ainda consta que € possivel modificar as mecéanicas,
as térmicas e as bioldgicas do poli (acido latico) através da alteracdo de sua
estereoquimica, sendo ainda possivel o ajuste da biodegradabilidade da molécula
com o copolimero (Oliveira, 2007).

Derivados de fontes renovaveis, tais como, plantas, animais e microorganismos,
0s polimeros naturais utilizados como arcabougos oferecem vantagens devido a sua
excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além disso, apresentam
componentes similares a matriz extracelular (MEC) nativa, que podem também evitar o
estimulo de inflamacdo crénica ou reagdes imunolégicas e toxicidade, geralmente
detectada com polimeros sintéticos (Yang et al, 2010; Griffith et al., 2005). Os
polissacarideos (quitina, quitosana, acido hialurénico, alginato, amido etc), as proteinas
(colageno, gelatina, fibrina, etc) e poliésteres naturais produzidos por bactérias
(polihidroxibutirato, polihidroxivalerato, etc.) destacam-se na aplicacdo em engenharia
de tecidos e liberagao controlada de farmacos, com diferentes topografias, quer como
materiais puros ou em combinagdao com polimeros sintéticos ou substancias inorganicas
(Balaji et al., 2012; She et al., 2008; Kim, Kim e Salih, 2005).

2.2.1 Gelatina

A gelatina é uma proteina obtida por meio da desnaturacao quimica ou fisica
do colageno, é um material que possui alto peso molecular (Vroman e Tighzert,
2009). Os principais agentes de desnaturacdo sao: pH (altera as interacdes
eletrostaticas entre aa carregados); concentracdao do sal — forca ibnica (devido a
mesma razao) e temperatura (altas temperaturas reduzem a forca das ligagdes de
hidrogénio). Em alguns casos é possivel a renaturacdo do coladgeno, ou seja, a
recuperacao de sua estrutura em tripla hélice (Sena, 2004).
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O tipo, a idade e a fonte do colageno tém total influéncia nas caracteristicas
finais da gelatina. E uma proteina hidrossolvel e origina bons filmes, porém, as
propriedades mecanicas e de barreira irdo depender das caracteristicas fisico-
quimicas da gelatina, da composicdo de aminoacidos e da distribuicdo do peso
molecular (Gémez-Guillén et al., 2009).

A gelatina é uma proteina purificada obtida por hidrélise acida parcial (Tipo A)
ou hidrdlise alcalina parcial (Tipo B) do colageno animal e pode ser constituida por uma
mistura dos dois tipos. Sua estrutura quimica esta ilustrada na Figura 2.
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Figura 2 - Formula estrutural da molécula de gelatina.
Fonte: adaptado de (Chaplin, 2014)

A maior utilizacdo dessa proteina polimérica é na industria alimenticia. E

aplicada também na area farmacéutica seja na manufatura de capsulas duras e
moles, para comprimidos e drageas; na area industrial em cosméticos, filmes e
papéis fotograficos, na eletrodeposicao de metais, em papéis, e em fésforos (Sagma
- Associacdo dos Fabricantes de Gelatina da América do Sul, 2004).
A gelatina € uma proteina comumente utilizada no campo farmacéutico e biomédico
por ser um material de facil acesso devido ao seu baixo custo, biodegradavel e
biocompativel. Todas estas caracteristicas fazem com que este biopolimero seja
atraente na concepcdo e desenvolvimento de novos materiais funcionais (Farris,
Song e Huang, 2010).

A gelatina é biocompativel, com menor antigenicidade do que o colageno
puro, e biodegradavel, o qual pode atuar como um substituto temporario no reparo
6sseo. E faciimente absorvivel in vivo, sendo necessario o uso de agentes de
ligacdo cruzada para prolongar o tempo de implantacado e reduzir a absor¢ao para
que o material permanega o0 tempo necessario para que ocorra a neoformacao
Ossea. Varios reagentes de ligagdo cruzada tém sido utilizados para reticular a
gelatina, tais como, o formaldeido, os compostos de glutaraldeido, poliepoxi, acido
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tanico, dimetil suberimidato, carbodiimidas, e azida de acilo (Chen, Kuo e Yao,
2009).

A gelatina possui um carater higroscopico, podendo absorver agua
dependendo da umidade de armazenamento (Nur Hanani, Roos e Kerry, 2014). Isso
faz com que a gelatina inche quando em contato com agua, na temperatura abaixo
da fusdo dessa proteina, adquirindo cerca de dez vezes 0 seu peso. Essa
propriedade pode variar de acordo com a distribuicdo granulométrica da amostra,
isto é, conforme a area superficial disponivel. Entretanto, quando aquecida acima do
ponto de fusdo, a gelatina hidratada ira se romper e criar uma suspensao, formando
um gel quando a temperatura arrefecer (Mariod e Fadul, 2013). Esse
comportamento faz com que os filmes oriundos desse material sejam facilmente
dissolvidos quando imersos em agua a temperaturas acima do ponto de fusédo da
gelatina.

De forma geral tal polimero possui habilidade em formar um gel termo-
reversivel, através do seu ponto de fusdo, sendo assim, quando a mesma €
submetida ha temperaturas acima do seu ponto de fusdo, ela se hidratada e se
dissolve, processo este chamado de gelatinizacdo. J4, quando a mesma é exposta a
temperatura baixas forma se um gel, processo este chamado de gelificacao (Norziah
et al., 2009).

A gelatina pode ser utilizada no aumento da elasticidade, na consisténcia e
estabilidade de produtos alimenticios, onde este deve se apresentar boas
propriedades reoldgicas, podem atuar também como filme externo para a protecéao
contra desidratacao, luz e oxigénio (Bueno, 2008). Ela possui grande participacao na
industria alimenticia, sendo a mesma amplamente consumida como alimento por ser
facilmente assimilavel, como também por auxiliar no processo digestivo, formando
emulsado para as gorduras e proteinas. Existe também uma grande participacao da
industria farmacéutica, por meio da fabricacao de capsulas e também utilizando a
gelatina reticulada com genipina objetivando atribuir a mesma maior estabilidade
térmica e menor solubilizacdo em agua (Tavakolipour, 2011).
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2.3 Anestésicos

Antes da descoberta da anestesia, procedimentos odontolégicos invasivos,
tais como a exodontia, eram realizados sem que houvesse nenhum medicamento
eficaz para amenizar a severa dor experimentada pelo paciente (Lopez-Valverde,
DE Vicente e Cutando, 2011).

Os anestésicos locais sdo definidos como drogas que tém por funcéo
bloguear temporariamente a condug¢ao nervosa em parte do corpo, determinando
perda das sensacdes sem ter perda da consciéncia. Estas substancias produzem a
abolicao de funcdes autonémicas e sensitivas motoras, pois 0 comprometimento das
fibras periféricas obedece a seguinte sequéncia: primeiro as autonémicas, depois as
responsaveis pela sensibilidade térmica, dolorosa e tatil, a seguir as relacdes de
pressao e vibracao e por ultimo as proprioceptivas e motoras. A recuperacao de tais
funcdes se da pela ordem inversa (Ferreira, 1999).

Estes anestésicos provocam uma perda de sensibilidade ao atuarem na
membrana celular dos nervos, impedindo a geragcao e conducado de impulsos
nervosos. Isto ocorre através da ligacdo dos anestésicos locais em receptores
especificos de canal de so6dio, diminuindo ou impedindo a permeabilidade destes
ions na membrana e consequentemente a despolarizagao por estes provocada.

De acordo com (Malamed, 2004) é desejavel que um anestésico local tenha
acado rapida, baixa toxicidade sistémica e nao seja irritante e nem provoque
alteracdes permanentes no tecido ao qual € aplicado.

Anestésicos locais ideais para uso clinico em odontologia devem apresentar
algumas caracteristicas, tais como: agdo nao irritante; pequena ou nenhuma
alergenicidade; rapido inicio de agao e duracao adequada de anestesia, a qual deve
ser reversivel; minima toxicidade sistémica e seletividade as rotas nocioceptivas. Em
odontologia clinica, os farmacos anestésicos do tipo amida satisfazem esses
critérios e sdo os mais utilizados ha mais de 20 anos (Moore e Hersh, 2010). O tipo
de anestésico local frequentemente utilizado atualmente refere ao grupo das amidas,
devido a reducgéo do potencial alergénico, como por exemplo, a lidocaina, prilocaina,
mepivacaina e a bupivacaina (Andrade, 2013).

No tocante ao estudo de novas formulagdes, a maioria deles visa prolongar
o efeito anestésico e minimizar o risco de efeitos toxicos sistémicos durante o

tratamento da dor aguda e crénica, especialmente em condicbes pds-operatorias.
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Nesses casos, a principal estratégia € a encapsulacédo do farmaco em lipossomas ou
em particulas poliméricas (micro/nano), veiculadas na forma injetavel (De Melo et al.,
2011, Moraes et al., 2009; Cereda et al., 2006).

Varias formulacbes sao utilizadas com propésito pré-anestésico, visam
minimizar o desconforto do paciente que sera posteriormente submetido a
administragdo do anestésico local injetavel ou para realizagdo de procedimentos
especificos e menos invasivos.

De acordo com Couto (2015) tanto o desenvolvimento de formulacbes a
serem administradas topicamente de maneira ndo invasiva que possibilitem o
controle meticuloso da dor em procedimentos superficiais, quanto daquelas que
propiciem efeitos anestésicos mais perspicazes trariam ganhos consideraveis para a
odontologia, sobretudo em virtude da reducdo de custos, maior submissdo dos
pacientes, facilidade de aplicacdo e reducdo dos riscos de contaminacdes e
intoxicacoes.

Os anestésicos topicos estao disponiveis em diversas formas farmacéuticas
e também em varios sabores, tais como morango, laranja e menta. A concentracao
de anestésico é tipicamente maior do que quando utilizado na forma injetavel, uma
vez que sao incapazes de atravessar a mucosa intacta, desta forma a concentracao

maior facilita a difusdo do anestésico no tecido (Ogle e Mahjoubi, 2012).

2.3.1 Bupivacaina

A bupivacaina (ou cloridrato de bupivacaina) (Figura 3), que tem estrutura
similar a lidocaina, € um potente agente anestésico capaz de produzir anestesia
mais prolongada que a mesma, e foi introduzida no mercado em 1963 (Faria e
Marzola, 2001).

CH,
Figura 3 - Formula Estrutural da Bupivacaina.
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Em 1955, ocorre a sintese da Bupivacaina, sendo este o Unico sal
anestésico considerado de longa duragéo, apesar do tempo de laténcia de 6 a 10
minutos nao ser interessante. Sua indicacdo principal estd vinculada aos
procedimentos onde a expectativa de dor pds operatéria € marcante, diminuindo a
dimensao desse sintoma (Malamed, 2006).

No Brasil, dentre os anestésicos de longa duragdo, somente o cloridrato de
bupivacaina esta disponivel comercialmente. Apresenta poténcia quatro vezes maior
que a lidocaina e uma toxicidade quatro vezes maior. Inicia sua acao por volta de 6
a 10 minutos. Apresenta uma dose maxima recomendada de 1,3mg/ kg, nao
devendo ultrapassar 90mg ou 10 tubetes. Quanto ao tempo de duracdo, a anestesia
mandibular pode persistir de 5 a 9 horas (Paiva e Cavalcanti, 2005).

Os estudos sobre sua toxicidade mostram que ocorrem devido a
superdosagem ou por injecdo acidental do anestésico nos vasos sanguineos, nao
sendo essas reagdes diferentes das que ocorrem com 0s outros anestésicos locais.
Em tubetes anestésicos é encontrado na concentragao de 0,5%, porém em ampolas
de 20ml podem ser encontrados nas concentracdes de 0,25%, 0,50% e 0,75% (com
ou sem vasoconstritor). E o anestésico mais utilizado em recintos hospitalares (DEF,
2004; Malamed, 2004; Ranali e Volpato, 1990).

Entre os anestésicos locais que sao usados com mais frequéncia para o
alivio da dor, lidocaina e bupivacaina sdo membros do grupo amida, mas o tempo
de acédo da lidocaina é cerca de metade daquele de bupivacaina (McLure e Rubin,
2005).

Com base no tempo de duragdo da acdo anestésica, as drogas de curta
duragdo sao aquelas geralmente sem vasoconstrictor (lidocaina e mepivacaina 3%).
As de média duracao é principalmente lidocaina, mepivacaina, prilocaina e articaina
(todos com vasoconstrictor) e as de longa duragao bupivacaina (Malamed, 2008).

Tal como Lo et al. (2009), Grishko et al. (2010) testaram a condrotoxicidade
da bupivacaina, ropivacaina e lidocaina, mas com diferentes doses (bupivacaina a
0.25% e 0.5%, ropivacaina a 0.2% e 0.5%, e lidocaina a 0.5%, 1% € 2%) e em
células de origem humana, in vitro, com uma exposi¢cao de 1h, examinadas apos
24h. Estes autores encontraram citotoxicidade devastadora (quase todas as células
mortas) para a lidocaina a 2% e citotoxicidade estatisticamente significativa para
lidocaina a 1% e bupivacaina a 0.5%. As restantes concentragdes de anestésicos,
incluindo as duas testadas da ropivacaina, ndo provocaram condrotoxicidade.
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2.4 Técnica de Evaporacao do Solvente

A técnica de producao de filmes por evaporagdo do solvente é bastante
aplicada no meio cientifico pela sua praticidade e agilidade na obtencdo das
amostras de estudo. Conforme descreve (Rusling, 2003), essa técnica consiste na
dispersao da solugao polimérica sobre uma superficie (geralmente uma placa com
propriedades antiaderentes), a qual é submetida a determinada condicdo de
secagem, para formagao do filme através da evaporagao do solvente.

De acordo com Colla (2004), o método de evaporacao do solvente € o mais
utilizado na elaboracao de peliculas biodegradaveis, compreendendo o preparo de
uma solucdo coloidal da macromolécula e dos aditivos. Nesta técnica, a
macromolécula é hidratada e submetida a um processo de gelatinizagéo, através do
tratamento térmico. Ao serem resfriadas, as suspensdes de proteina e amido
gelatinizadas sofrem a gelificacao.

Fakhouri et al., (2007) citam que o interesse pelo desenvolvimento de
bioplasticos flexiveis comestiveis ou degradaveis biologicamente tem crescido muito
nos ultimos anos devido a procura por alimentos de alta qualidade e materiais de
embalagem cujos residuos tenham minimo impacto ambiental, o que desperta um

grande potencial para novas pesquisas nessa area.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada na Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG, no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
— CERTBIO.

3.2 Materiais

. Gelatina tipo A - Sigma Aldrich;
o PBS - Phosphate Buffered Saline (PBS) - Fornecida pela Sigma Aldrich®, pH

. Cloridrato de bupivacaina (racémica) - Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda;

. Corante e aroma alimenticio de morango.

3.3 Preparacao das membranas de gelatina

As solugdes de gelatina foram preparadas a partir da dissolugdo do polimero
em agua, para obter-se solugbes com concentracao final da solucéo polimérica 2,0
%, 2,5% e 3% (m/v), sob agitacdo magnética a 40°C, sob agitagdo constante por 20
minutos.

Para a formacao do filme, foi utilizado o método de evaporagéao do solvente,
onde 25 mL da solugdo foram vertidos em placas de acrilico com 9 cm de diametro.
As membranas foram secas em estufa com temperatura de 40°C por 24 horas.

3.4 Preparacao das membranas de gelatina com adicdo de anestésicos

As membranas com a incorporacdo de anestésicos em sua composicao
foram confeccionadas de forma muito similar as ja descritas (ver item 3.3). Apés a
etapa de diluicdo da gelatina sob agitagdo magnética, houve o acréscimo do
anestésico bupivacaina.

A Tabela 1 apresenta a identificacdo adotada para as amostras com adicao

da bupivacaina e suas respectivas concentracoes.

Tabela 1 - Identificagdo adotada para as amostras com adi¢ao da bupivacaina.

Concentracao da Concentracao da Identificacao




gelatina bupivacaina
2G
- 0,125% 2G-0,125B
0,25% 2G-0,25B
0,50% 2G-0,50B
2,5G
2 5% 0,125% 2,5G-0,125B
0,25% 2,5G-0,25B
0,50% 2,5G-0,50B
3G
. 0,125% 3G0,125B
% 0,25% 3G-0,25B
0,50% 3G-0,50B

25

O esquema representativo do processo de desenvolvimento desta pesquisa

pode ser ilustrado de maneira simplificada através do fluxograma apresentado na

Figura 4.
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Agua destilada

Dissolucao da

B . —~ T =40°C
Gelatina 2%, 2,5% e 3% (m/v)
AdicZo da | 0,125%; 0,25% e 0,50% (m/v)
Bupivacaina ‘

Casting Process
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CaracterizagOes
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Figura 4 - Fluxograma representativo dos passos desenvolvidos nesta pesquisa.

3.5 CARACTERIZACAO
3.5.1 Avaliacao Dimensional

Apds estarem totalmente secas, as espessuras das membranas foram medidas

com um micrometro digital (Mitutoyo, 0-25mm, 0.001Tmm).

3.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura

O microscépio eletrénico de varredura (MEV) € um equipamento capaz de
produzir imagens de alta ampliagdo (até 300.000 X) e resolugdo. A microscopia
eletrénica fornece informacédo morfoldgica e topografica sobre superficies de sélidos,
necessaria para se entender o comportamento de superficies.

As membranas foram avaliadas com um aumento de 2000x pelo microscépio
eletronico de varredura de bancada, modelo TM-1000, HITACHI. As analises foram
realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Avaliagdo de Biomateriais do
Nordeste - CERTBIO.
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3.5.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR em modo de absorbancia foi utilizada para caracterizar os
materiais de partida e as membranas apds a sua obtengao.

A espectroscopia no infravermelho fornece informacdes sobre vibragdes
moleculares presentes no material. A transformada de Fourier da espectroscopia no
infravermelho oferece uma alta razdo entre sinal e ruido e alta acuracia espectral
(Ratner et al., 2004). E um método analitico padrdo, frequentemente usado para
caracterizar a estrutura de polimeros.

A caracterizacao por espectroscopia na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier foi realizada em um espectrémetro modelo Spectrum 400
FT Mid-IR PerkinElmer, Para cada amostra foram obtidos cinco espectros entre 4000
e 650cm™', apds serem realizados 16 varrimentos com uma resolugdo de 4000 cm™'.

3.5.4 Estudo de Biodegradacao e Intumescimento in vitro

Para os ensaios de biodegradacao in vitro, as amostras foram submetidas a
um meio que mimetize o uso futuro pretendido, que é o meio bucal. Sendo assim, a
Saliva Artificial foi produzida de acordo com a Farmacopeia Brasileira e os ensaios
procedidos em triplicata. As membranas foram seccionadas em dimensdes pré-
estabelecidas de 10x20mm e as pesagens em balanca analitica foram feitas antes
da imersdo em saliva artificial e a cada 10 minutos apds o inicio do ensaio, até
completar a primeira hora. Em seguida, as amostras foram pesadas de hora em hora
até sua total degradacao. Antes de cada pesagem as amostras foram ligeiramente
secas em papel absorvente, evitando o excesso de liquido. O objetivo destes
ensaios foi analisar o tempo necessario para que as membranas processadas sejam
degradadas quando imersas em um meio especifico e 0 quanto sdo capazes de

absorver o liquido deste meio.

3.5.5 Angulo de Contato

O ensaio de angulo de contato foi realizado com o objetivo de avaliar a
molhabilidade das membranas de gelatina. Para a realizagdo desta andlise foi
efetuada o gotejamento de agua deionizada na superficie das membranas. O angulo

de molhabilidade foi medido entre a gota de agua e a superficie da membrana.
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A afinidade é identificada através do formato da gota quando em contato
com a superficie, sendo o material classificado como hidrofilico quando o angulo de
contato é inferior a 90° e hidrofébico quando excede 90° (Figura 5 - Observacdo do

angulo de contato formado entre um soélido e um liquido. Figura 5).

angulo de
contacto ()

tangente a superficie
liguida no contacto

N

solido

Figura 5 - Observacao do angulo de contato formado entre um sélido e um liquido.

Para a realizagao desta andlise foi utilizado um goniémetro desenvolvido por
técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecanica da UFCG (Universidade
Federal de Campina Grande).

Utilizou-se o software angle calculator, para isolar as imagens e calcular o
angulo de contato. Foi realizada uma média de 5 amostras para cada tipo de

membrana estudada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao dimensional

Quanto a espessura, na Tabela 2 a encontram-se sumarizados os resultados

das medigdes efetuadas para todas as formulagdes.

Tabela 2 — Espessura das membranas, média e desvio padrao.

Espessura (mm)

Amostra
Média Desvio padrao
2G 0,057 0,0023
2G-0,125B 0,059 0,0137
2G-0,25B 0,064 0,0123
2G-0,50B 0,102 0,0310
2,5G 0,065 0,0084
2,5G-0,125B 0,077 0,0184
2,5G-0,25B 0,09 0,0279
2,5G-0,50B 0,100 0,0181
3G 0,070 0,0085
3G0,125B 0,071 0,0150
3G-0,25B 0,082 0,0078
3G-0,50B 0,084 0,0261

Analisando os dados apresentados na Tabela 2, € possivel observar que
quanto maior a concentragdo de gelatina mais espessa se tornam as membranas.
Outro fator importante que podemos observar é a insercdo da bupivacaina,
provocando um aumento na espessura dessas membranas.

Estes valores mostram que a metodologia de elaboragdo dos filmes foi
adequada para aplicagbes como biomaterial, pois obteve-se valores de espessura
que se aproxima aos valores encontrados por autores que também analisaram
filmes biodegradaveis, como Oliveira e Cavalcanti (2007) que encontraram 0,09 *
0,01 mm e Fakhouri et al. (2007), 0,063 + 0,002 mm.

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Analises por microscopia eletrdnica de varredura foram realizadas para as
membranas de gelatina e também para todas as composicoes de gelatina e
bupivacaina. Os resultados podem ser observados nas Figuras 6, 7 e 8.
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A Figura 6 (a, b, c e d) ilustra as micrografias das membranas de gelatina

(2%) com e sem bupicavaina.

CERTEBIO 0018 2018/04/112 1027 D29 x20k  30um CERTEBIO 0000 2018/04/12 0936 D28 x20k  30um
2G 2G-0,1258

(@) (b)

CERTBIO 0002 2018/04/12 09:41 D28 x20k  30um CERTBIO 0008 2018/04M2 10:27 D29 x20k  30um
260,258 2G-0,508

(c) (d)
Figura 6 - Micrografias (MEV) das membranas de gelatina com e sem bupivacaina: (a) 2G;
(b) 2G-0,125B; (c) 2G-0,25B e (d) 2G-0,50B com magnificagao de 2000x.

Analisando as Figuras 6(a, b, ¢ e d) podemos perceber pequenas cavidades
na superficie das membranas, que podem ser oriundas do processo de agitagao, no
qual ocorreu formacado de bolhas, como também uma pequena alteragdo na
superficie quando da adicdo da bupivacaina (Figura 5c).

A Figura 7 (a, b, ¢ e d) apesenta as micrografias das membranas de gelatina

(2,5%) com e sem bupicavaina.



31

CERTBIO 0020 2018/04M12 10:30 L D29 x20k  30um CERTBIO 0004 2018/0412 0949 D28 x20k  30um
25G 2,5G-0,125B

a b

CERTBIO 0010 2018/04112 10:30 D29 x20k 30 um CERTBIO 0006 2018/04112 09:57 D27 x2,0k 30 um
2,5G-0,258 2,5G-0,508

(c) (d)
Figura 7 - Micrografias (MEV) das membranas de gelatina com e sem bupivacaina: (a) 2,5G;
(b) 2,5G-0,125B; (c) 2,5G-0,25B e (d) 2,5G-0,50B com magnificagéo de 2000x.

Analisando as Figuras 7(a, b, ¢ e d) podemos perceber um aumento na
quantidade das pequenas cavidades na superficie das membranas. Este aumento
pode estar relacionado ao aumento na concentracao da solugcao de gelatina, como
também podem ser oriundas do processo de agitacdo, no qual ocorreu formacao de
bolhas, como também uma pequena alteracdo na superficie quando da adigdo da

bupivacaina (Figura 6b).

A Figura 8 (a, b, ¢ e d) apesenta as micrografias das membranas de gelatina

(3%) com e sem bupicavaina.
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CERTBIO 0022 2018/04112 10:34 L D29 x20k  30um CERTBIO 0012 2018/04112 1018 D28 x20k  30um
3G0,125B

(a) (b)

CERTBIO 0014 2018/04112 10:20 D28 x20k  30um CERTBIO 0016 2018/04112 1025 D29 x20k  30um
3G-0,25B 3G-0,50B

(€) (d)
Figura 8 - Micrografias (MEV) das membranas de gelatina com e sem bupivacaina: (a) 3G;
(b) 3G-0,125B; (c) 3G-0,25B e (d) 3G-0,50B com magnificagdo de 2000x.

Analisando as Figuras 8(a, b, ¢ e d) podemos perceber um aumento na
quantidade das pequenas cavidades com formatos irregulares na superficie das
membranas. Este aumento pode estar relacionado ao aumento na concentragéo da
solugdo de gelatina, como também podem ser oriundas do processo de
homogeneizag¢do do farmaco com a solugao de gelatina.

Todas as membranas de gelatina com e sem bupivacaina apresentaram-se
transparente. A adicdo da bupivacaina provocou um discreto aspecto turvo na
membrana, o que aumentou de acordo com o aumento da concentragao de gelatina

e de bupivacaina.
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4.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Com o intuito de avaliar possiveis interagdes entre os polimeros e o farmaco
nas formulagbes, foi realizada a analise dos biomateriais por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). A Figura 9 ilustra os espectros

dos pos da gelatina e da bupivacaina.

Bupivacaina

—— Gelatina ‘\

Absorbéancia

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de Onda (cm™)

Figura 9 - Espectros vibracionais de IV do pé da gelatina e da bupivacaina.

Analisando a Figura 9 observou-se as seguintes bandas referentes ao
espectro de gelatina, em 3290 cm' referente ao estiramento O-H, na regido 1656
cm’' referente ao estiramento da carbonila (amida 1), em 1556 cm™ vibragdes no
plano da ligacdo N-H e ao estiramento C-H (amida l), esses resultados corroboram
com os encontrados neste trabalho, confirmando assim os grupos caracteristicos da
molécula de gelatina.

No espectro da bupivacaina (Figura 9) estdo presentes suas bandas
principais, onde a banda forte em 1662 cm refere-se a amida monossubstituida, as
bandas médias em 1290 e 1204 cm' referem-se a amina terciaria e a banda média
em 1086 cm™' e em 726 cm™ referem-se ao anel aromatico. As duas bandas em
torno de 3350 e 3180 cm-1 s&o referentes ao estiramento N-H de amidas primarias.

As Figuras 10, 11 e 12 ilustram os espectros vibracional das membranas
obtidas.
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Figura 10 - Espectros vibracionais de IV das membranas: 2G; 2G-0,125B; 2G-0,25B e 2G-
0,50B.
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Figura 11- Espectros vibracionais de 1V das membranas: 2,5G; 2,5G-0,125B; 2,5G-0,25B e
2,5G-0,50B.

Analisando a Figura 10 é possivel observar uma pequena redugdao nas

absorcdes das bandas em 2890cm-1.
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Figura 12 - Espectros vibracionais de IV das membranas: 3G; 3G-0,125B; 3G-0,25B e 3G-
0,50B.

Observando os espectros de Infravermelho das membranas de gelatina
(com ou sem bupivacaina) apresentados nas Figuras 10, 11 e 12 pode-se perceber
a presenca de bandas de absor¢ao tipicas da vibracdo de estiramento da ligacao -
NH e -OH em 3280 cm™'. A banda em 3060 cm™' é caracteristica da ligagédo -CH. As
bandas em 2947 cm™ (menor intensidade) e 2878 cm™ (maior intensidade) séo
atribuidas as vibragdes de estiramento do grupo —CH: (assimétrico) e —CHs
(simétrico), respectivamente. As bandas em 1625, 1530 e 1442 cm” sao
caracteristicas da amida | (-C=0), amida Il (- NH) e amida Il (-CN e -NH) similares
ao espectro do colageno (Ficai et al., 2010). A regido em 1329 cm™' apresenta uma
banda caracteristica ao grupo COO- de aminodacidos da estrutura da gelatina. A
banda de absorgdo na regido de 1021 cm™ corresponde a vibragdes de estiramento
de das ligacdes glicosidicas (C-O-C).

Os espectros apresentados nas Figuras 10, 11 e 12 demonstram que a
presenca da bupivacaina nao provoca alteragdes significativas no espectros das
membranas de gelatina, tendo em vista que as bandas de absor¢cdes da gelatina e
da bupavacaina sdo em regides semelhantes.

Conforme (Prestes et al., 2013) a hidroxiprolina esta ligada a propriedade de
gelificacdo da gelatina. O fato de seu pico caracteristico (1436 cm') aparecer apds a

formagao de membranas, justifica a utilizagéo da gelatina na produgéo das mesmas.
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4.4 Estudo de Biodegradacao e Intumescimento In Vitro

As propriedades hidrofilicas das membranas obtidas foram estudadas por
medidas de taxa de intumescimento/biodegradacao em fungcéo do tempo.

Para a realizagdo do ensaio de intumescimento, as membranas secas foram
cortadas do mesmo tamanho e pesadas para posterior imersao na solugao de PBS.

As membranas de gelatina com e sem bupivacaina apresentaram alta taxa
de intumescimento/biodegradacdo impossibilitando a pesagens das membranas
apdés serem imersas na solugdo de PBS, tendo em vista que as mesmas
fragmentaram-se em tempos inferiores a 5 segundos.

Estes resultados sao favoraveis a possivel aplicacao do material, tendo em
vista que a aplicacao das membranas é para anestesia local rapida em mucosa oral,
devido as propriedades mucoadesivas.

Segundo os autores, (Rattanaruengsrikul, Pimpha e Supaphol, 2009) sem a
reticulacdo uma membrana de gelatina pode sofrer processo de degradagao muito

rapido em meio aquoso.

4.5 Molhabilidade por Angulo de Contato

A molhabilidade € a medida da afinidade de um liquido por um solido,
mensurada a partir do espalhamento de uma gota na superficie do material alvo da
pesquisa. O liquido padrdao para tal ensaio € a agua, havendo a possibilidade de
emprego de outro liquido de acordo com a necessidade do teste.

Os valores dos angulos de contato podem ser observados na Tabela 3, onde
€ considerada face lisa a que permaneceu em contato com o ar durante o processo
de secagem das amostras.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que todas
as membranas apresentam comportamento hidrofilico. Esse fato se justifica pela
presenca de banda em 1633 cm-1 caracteristica do grupo carboxilico no espectro da
gelatina. Esse grupo quimico apresenta afinidade por dgua. Valores proximos aos
encontrados nessa pesquisa foram encontrados por Rabello (2017), no qual o

mesma produziu membranas de gelatina com triancinolona para tratamento de aftas.
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Tabela 3 - Angulo de contato obtido durante o ensaio de molhabilidade + desvio padrao.

Amostra Angulo da Face Lisa Desvio padrao
2G 63,33667 2,633709
2G-0,125B 58,47667 4,090333
2G-0,25B 54,96667 0,778774
2G-0,50B 61,60333 5,58165
2,5G 58,41 1,809383
2,5G-0,125B 66,93333 4,688613
2,5G-0,25B 63,24 2,407281
2,5G-0,50B 60,03667 2,858838
3G 64,31 1,78574
3G0,125B 63,8 1,852692
3G-0,25B 62,17333 3,247053
3G-0,50B 66,01 0,972522

Pode-se observar que a presenca do principio ativo (bupivacaina) nao
alterou significativamente o comportamento das membranas, pois todas as

composicoes apresentaram angulo de contato inferior a 90°C.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo, nas condicbes em que foi realizado, permite as
seguintes conclusoes:

e A gelatina € um biopolimero adequado a ser utilizado na formacao de
membranas, principalmente quando se deseja membranas flexiveis.

e As condi¢cbes de processamento para obtengdo das membranas de gelatina
com e sem anestésico foram eficazes no desenvolvimento desta pesquisa.

e Os resultados obtidos para as analises de espectros demonstraram que nao
houve interacdo quimica entre as moléculas do polimero e da bupivacaina.
Constatou-se, todavia, que eles interagiram fisicamente resultando em uma maior
mobilidade da cadeia polimérica sem que ocorressem alteragdes na estrutura
guimica da mesma.

e O aumento da concentracao da solugcdo de gelatina provocou alteragcées na
superficie das membranas, assim como, 0 aumento da concentragdo de

bupivacaina, tornando a superficie das membranas rugosas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar o comportamento das membranas através de ensaios in vitro e in vivo;
Reduzir o tempo de secagem, tendo em vista que algumas membranas
apresentaram-se quebradicas;

Avaliar o tempo de agao anestésica da membrana;
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