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INTRODUCAO:

A eficacia e a seguranga de medicamentos precisam ser avaliadas antes destes serem
comercializados (Chen et al.,, 2021), como é o caso das formula¢des farmacéuticas utilizadas para
aliviar a dor causada pela erupcéo dental em lactentes. Dentre os testes preconizados para avaliar a
seguranca, estdo os de toxicidade realizados em animais mamiferos devido as semelhangas
bioguimicas e celulares entre esses seres e 0s humanos. Entretanto, muitos desses métodos podem
causar dor e sofrimento aos animais envolvidos (Meyer, 2003).

Métodos alternativos ao uso de animais tém sido desenvolvidos com o intuito de substituir os
testes que causam sofrimento animal. Eles utilizam animais vertebrados, invertebrados ou ndo animais
gue visam reduzir o numero de mamiferos sacrificados e 0s custos operacionais, além de acelerar o
cronograma de desenvolvimento de medicamentos (Freires et al., 2017). Dentre os métodos
desenvolvidos e amplamente estudados, estd 0 modelo da Membrana Corioalantdica (CAM) do
embrido de galinha, conhecido como Hen’s Egg Test on Chorioallantoic Membrane (HET-CAM).

A CAM é um tecido altamente sensivel que responde rapidamente a acfes quimicas ou
biol6gicas de substancias testadas e medicamentos aplicados em sua superficie (Saw et al., 2008).
Este modelo é relativamente simples, rapido e de baixo custo, além de permitir a triagem de uma
grande quantidade de amostras farmacoldgicas em um curto periodo (Ribatti, 2016).

Diante desse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade de formulagfes tépicas
para alivio da erup¢éo dental em lactentes a partir do modelo alternativo da membrana corioalantéica
(CAM) do embrido de galinha.
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METODOLOGIA:

Os experimentos do presente estudo foram realizados seguindo-se o protocolo DB-ALM n°96 —
“‘Hen's Egg Test on the Chorioallantoic Membrane” (HET-CAM), do European Centre for the Validation
of Alternative Methods (ECVAM). N&o foi necessaria a aprovagdo do Comité de Etica por este ser um
método alternativo ao uso de animais reconhecido internacionalmente. Os ovos fecundados utilizados
neste estudo foram fornecidos por produtores locais da cidade de Piracicaba — SP.

Ao chegarem no laboratério, os ovos foram pesados (50-60g), higienizados com alcool 70% e
incubados a 37,5 °C e umidade relativa do ar de 55-65% por 10 dias. No décimo dia, foi realizada a
ovoscopia (técnica de incidéncia de luz no ovo em ambiente escuro para visualizagdo do seu contetddo

interno), seguida da abertura dos ovos e exposicdo da CAM, como mostra a Figura 1.

Figura 1. Etapas experimentais do modelo HET-CAM: A Ovoscopia; B-C Registro das dimensdes da janela a ser
confeccionada na casca do ovo; D-E Recorte da janela com uma tesoura curva; F Remoc¢do da membrana da
casca do ovo com o auxilio de uma pinga e exposicao da CAM.

Avaliou-se a toxicidade das formulacdes comerciais Nené Dent®, Gengi Baby® e Ad.Muc®
Kids, bem como a dos controles do modelo (positivo — hidroxido de sodio; negativo — solugéo salina).
Cada substancia foi avaliada em um total de 24 ovos, divididos em 04 grupos de 06 ovos cada. Foram
obtidas imagens da CAM antes e ap0s 3min dos tratamentos, utilizando-se um estereomicroscopio
(OPTIKA, modelo SZX-T), com aumento de 6,7x.

Conforme o protocolo utilizado, a andlise das imagens obtidas foi feita a partir da atribuicao de
pontuacbes aos seguintes efeitos irritantes detectados visualmente: hemorragia, lise
(desaparecimento) dos vasos sanguineos e coagulacdo. Ao final, obteve-se uma pontuacéo final para
grupo de 06 ovos e, a partir desta, uma classificacdo final para cada substancia testada quanto a sua

toxicidade. Nesse sentido, cada substancia recebeu 04 classificacfes finais, como mostra a Tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Apoés a analise das imagens obtidas, o controle negativo foi classificado como néo irritante e 0
controle positivo como severamente irritante. Apesar de apresentarem pontuagfes finais distintas,
como mostra a Tabela 1, todas as formulagdes comerciais foram classificadas como moderadamente

irritantes.

Tabela 1. Classificacao final das substancias testadas em modelo HET-CAM.

Tratamento Grupo (N-6) Pontuacao final Classificacao final

1 9 Moderadamente irritante
Moderadamente irritante
NenéDent®
Moderadamente irritante

Moderadamente irritante

Moderadamente irritante
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Severamente irritante

A Figura 2 mostra a CAM antes e apés a aplicacdo das formulagcdes comerciais. Apesar de
apresentarem as mesmas classificacdes finais, € possivel notar leves diferengas entre a gravidade dos
efeitos irritantes causados pelos tratamentos na CAM, e isso pode ser justificado pela diferenca na
composicdo desses medicamentos. A formulagdo NenéDent® causou uma perceptivel lise dos vasos
sanguineos de menor calibre, 0 que ndo ocorreu com 0s outros dois tratamentos. Torna-se necessaria
a realizacdo de novos estudos para avaliar isoladamente a toxicidade das substancias que comp&em

essas formulacgdes, a fim de avaliar seus impactos quando administrados na CAM.

TO Formulacéo aplicada T3
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NenéDent®
(300mg)

GengiBaby®
(300mg)

Ad.Muc®Kids
(300mg)

Figura 2. Imagens pré-tratamento (TO = tempo 0), formulacdo aplicada sobre a CAM e pds-tratamento (T3 =
tempo 3min) da CAM. Substéancias testadas: NenéDent®, GengiBaby® e Ad.Muc® Kids

A Figura 3 mostra algumas imagens pré-tratamento (T0) e pos-tratamentos (T3) obtidas durante
os testes dos controles do modelo. E possivel observar que ha diferenca entre os tratamentos
realizados, quando considerada a gravidade dos efeitos irritantes encontrados. O controle negativo nao
causou efeito algum na CAM e o controle positivo causou hemorragia, lise dos vasos e coagulagéo
acentuadas. Esses achados sdo semelhantes ao encontrados em outros estudos, mostrando que 0s

ensaios foram realizados de maneira adequada (Ma et al., 2020; Rivero et al., 2021).

T0 T3

Controle
Negativo
(0,3mL)

Controle
Positivo
(0,3mL)

i

Figura 3. Imagens pré-tratamento (TO = tempo 0) e pds-tratamento (T3 = tempo 3min) da CAM. Substancias
testadas: controle negativo (solucao salina a 0,9%) e controle positivo (hidroxido de sédio a 0,1mol/L).
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CONCLUSOES:

Conclui-se que as formulacdes comerciais testadas apresentaram irritacdo moderada no
modelo HET-CAM, requerendo cuidado ao serem utilizadas pois podem causar danos a mucosa oral

dos lactentes, dependendo da forma e do tempo em que séo aplicadas.
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