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INTRODUGAO:

O uso de anti-inflamatorios sistémicos e antidepressivos € largamente empregado para
o controle de dores orofaciais, porém possuem efeitos adversos bem documentados. Por esse
motivo, é interessante 0 uso de medicamentos de uso tdpico, visando diminuir os efeitos
adversos dessas medicacoes.

A amitriptilina € um antidepressivo triciclico amplamente utilizado para o tratamento de
dores orofaciais cronicas. E apontada como o padrdo-ouro para o controle dessas dores, porém
pode apresentar alguns efeitos adversos indesejados em doses elevadas, como hipotenséo
postural, sedacao e hepatotoxicidade (Watson, 2000).

O diclofenaco de sédio é um anti-inflamatério ndo esteroidal e € amplamente utilizado
topicamente como via de administracdo, porém a sua biodisponibilidade e maxima
concentracdo plasmatica apés a aplicacao topica geralmente séo inferiores ao seu uso via oral
(Heyneman et al., 2000).

O creme Lanette é uma base farmacéutica amplamente difundida e apresenta uma boa
estabilidade para incorporacdo de ativos em pH acido. Seu objetivo é servir de veiculo para
ativos hidrofilicos ou lipofilicos para serem aplicados topicamente, e o Lanette é caracterizado
como uma emulsdo 6leo em agua (Souza et al., 2020). Ja o Pentravan, € um gel transdérmico
pronto para uso que foi desenvolvido com o objetivo de melhorar o transporte de drogas quando
usadas topicamente. E usado como carreador de substancias ativas em terapias hormonais e
analgésicas (Ossowicz-Rupniewska et al., 2021) e apresenta uma boa capacidade de
permeacéao através dos tecidos, levando consigo o farmaco incorporado a ele, aléem de o gel
possuir elevada afinidade a membrana plasmaética celular (Fagron Pentravan®, 2020).

Ainda nao existe no mercado uma formulagéo que associa o padrao ouro para dores
orofaciais (Amitriptilina) com a base transdérmica Pentravan. Com isso, o objetivo principal
desse projeto foi avaliar a viabilidade celular da linhagem HaCaT (queratindcitos humanos
imortalizados) exposta aos cremes base pentravan (PEN) e lanette (LAN) com amitriptilina (AM)
e diclofenaco de sodio (DS), por meio do ensaio de reducéo de MTT.
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METODOLOGIA:

Para a producao dos cremes, os principios ativos (Amitriptilina e Diclofenaco de Sodio)
foram incorporados as bases (Pentravan e Lanette) por meio de diluicbes geométricas. A
viabilidade celular foi determinada considerando as bases com e sem 0s principios ativos.

As células HaCaT foram cultivadas em meio DMEM suplementado e mantidas em uma
cultura em monocamada em 5% de CO2, a 37°C, em meio Eagle Modificado por Dulbecco, em
estufa de CO2 a 37°C. A densidade celular escolhida para os experimentos foi de 62.500
células/mL. Essa concentracdo foi obtida em uma curva de semeadura (500.000 a 7.812
células/mL) em 100 pL para cada pocgo, a qual resultou numa absorbancia padronizada entre
0,75 e 1,25 em 24 horas de experimento (Gréfico 1), utilizando a reducao de MTT.

GRAFICO 1. Densidade Celular HaCaT em meio DMSO

Células/mL

Posteriormente, as células foram submetidas ao contato com as bases sem o0s principios
ativos, visando obter a concentracdo nao toxica as células (Grafico 2).
GRAFICO 2. Viabilidade celular nas Bases Lanette e Pentravan
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A concentragdo de 0,6mg/ml foi determinada de acordo com os resultados, sendo a
concentracdo em comum mais adequada entre as bases. Em seguida, os farmacos foram
incorporados as bases e as células foram expostas aos tratamentos por 24 horas. Depois, 0s
tratamentos foram removidos e as células expostas a solugdo de MTT por 4 horas, formando
cristais que foram dissolvidos em DMSO para serem lidos em espectrofotbmetro, com
comprimento de onda de 540 nm.
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RESULTADOS:

Apos a leitura no espectrofotdmetro, os resultados obtidos foram transformados em um
grafico (Grafico 3). Depreende-se que o0 aumento da concentracdo dos farmacos associados as
bases gera uma queda na viabilidade celular. Quando as bases estdo associadas a amitriptilina,
a queda na viabilidade se apresentou mais cedo quando comparada ao diclofenaco. Além disso,
as bases nao apresentaram diferencas significativas sobre a viabilidade celular.

GRAFICO 3. Viabilidade celular nas amostras de amitriptilina e diclofenaco de sodio
associados ao Pentravan e Lanette.
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A two-way ANOVA (teste de Tukey, post hoc) mostrou que, no geral, ndo houve
diferencas estatisticamente significantes (p>0,05) no niumero de células entre as concentracdes
de diclofenaco associados ao Pentravan, embora a concentracao de 800 pg reduziu as células
guando comparada a concentracao 0 pg (p<0,0001) e 200 ug (p=0,0271). Quando o diclofenaco
era adicionado ao Lanette, a concentracdo 800 pg também reduziu as células quando
comparada a todas as demais concentracdes. Em concentracdes de até 200 pg, o diclofenaco
foi bem tolerado e ndo causou danos as células, independentemente do veiculo.

A amitriptilina causou dréstica redugdo (p<0.0001) das células, em ambas as
formulacdes de forma praticamente idéntica, para as concentracdes maiores que 100 pug. Nas
concentracdes entre 50 e 100 ug, ndo houve danos marcantes nas células, independentemente
do veiculo.

DISCUSSAO:

A biocompatibilidade de produtos cosméticos e farmacéuticos é um dos aspectos cruciais
para garantir a seguranca. Os dois veiculos utilizados nestes estudo s&o utilizados
frequentemente em formulacdes dermatoldgicas e sua biocompatibilidade foi comprovada em
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outros estudos. Quando aplicado na pele, o creme Lanette apresenta baixa irritabilidade e
sensibilizacdo, tornando-o apropriado para uso em diversas condicbes dermatoldgicas,
incluindo pele sensivel e seca. Em um estudo realizado por Schaefer et al. (2017), os
pesquisadores avaliaram a resposta cutanea em voluntarios apos a aplicacdo do creme,
observando que néo houve reacfes adversas significativas, reforcando sua seguranca para uso
dermatoldgico. Além disso, a biocompatibilidade é frequentemente avaliada por meio de testes
in vitro e in vivo. A norma 1SO 10993, que estabelece diretrizes para a avaliacdo biologica de
dispositivos médicos, pode ser adaptada para a andlise de produtos cosméticos, como 0s
veiculos usados neste estudo. A aplicacdo desses testes ajuda a garantir que os produtos nao
induzam resposta inflamatoria ou toxicidade celular (Lopez et al., 2020).

A toxicidade dos compostos utilizados aqui pode ajudar a entender os resultados obtidos.
A amitriptilina pode induzir toxicidade em células neuronais, afetando a viabilidade celular e a
funcdo mitocondrial. Segundo um estudo de Moreira et al. (2018), a exposicdo a concentracdes
elevadas de amitriptilina resultou em morte celular em culturas de neurdnios, com mecanismos
gue incluem estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial. A producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROSs) foi identificada como um dos principais fatores contribuidores para a toxicidade
observada. Além disso, a amitriptilina tem mostrado efeitos citotéxicos em células néo
neuronais, como fibroblastos e células endoteliais. Um estudo conduzido por Kato et al. (2019)
demonstrou que a amitriptiina pode causar alteracdes na morfologia celular e inibir a
proliferacédo celular em concentracfes elevadas, sugerindo que sua toxicidade nao se limita ao
sistema nervoso central. Assim, ja eram esperados os resultados obtidos aqui, 0s quais se
mostraram dose-dependentes. De fato, a toxicidade da amitriptilina pode ser influenciada por
fatores como a dose e a duracéo da exposicao. Em doses terapéuticas, os efeitos adversos séo
geralmente limitados, mas em casos de overdose, a toxicidade pode ser severa, levando a
complicacBes como arritmias cardiacas e depressao respiratoria (Baldessarini et al., 2019).

O diclofenaco é um anti-inflamatoério ndo esteroidal (AINE) amplamente utilizado para o
tratamento da dor e inflamacdo em diversas condicbes, como artrite e lesdes
musculoesqueléticas. Apesar de sua eficacia, a toxicidade celular associada ao uso de
diclofenaco tem sido objeto de crescente preocupacao, especialmente em relacdo a seus efeitos
em células hepaticas, renais e outras linhagens celulares. De acordo com Kadioglu et al. (2019),
a exposicao a diclofenaco em concentragcdes elevadas resultou em estresse oxidativo, morte
celular e disfungédo mitocondrial em hepatécitos. Os pesquisadores observaram que a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a ativacdo de vias apoptéticas foram mecanismos
principais envolvidos na toxicidade hepatica.

Além dos efeitos no figado, o diclofenaco também tem mostrado toxicidade em células
renais. Um estudo realizado por Kocak et al. (2020) indicou que o diclofenaco pode causar
necrose tubular aguda em células do tubulo renal, com altera¢cdes morfologicas e funcionais
significativas. A pesquisa sugere que a toxicidade renal esta relacionada a inibicdo da sintese
de prostaglandinas, que sao cruciais para a manutencao da perfusdo renal. Adicionalmente, a
toxicidade celular do diclofenaco néo se limita a tecidos especificos. Em um estudo de Aydin et
al. (2021), foi demonstrado que o diclofenaco pode induzir morte celular em culturas de células
endoteliais, afetando a viabilidade celular e a funcéo endotelial. Esses efeitos podem contribuir
para complicagdes cardiovasculares associadas ao uso prolongado de AINEs. Da mesma forma
gue a amitriptilina, a toxicidade do diclofenaco pode ser influenciada por fatores como a dose e
a duracgéo da exposicgao.
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A influéncia da dose ficou patente nos resultados observados no presente estudo, sendo
gue tanto a amitriptilina quanto o diclofenaco, nas concentracdes utilizadas, mostraram
toxicidade sobre a linhagem celular.

CONCLUSAO:

Podemos concluir que nédo houve influéncia dos cremes, tanto o Pentravan quanto o
Lanette, sobre a toxicidade da amitriptilina e do diclofenaco. A toxicidade da amitriptilina e do
diclofenaco foi aceitavel nas menores concentragcfes utilizadas. Considerando a toxicidade
celular, os dois veiculos se mostraram viaveis. Devido a maior e melhor capacidade de permear
os tecidos, o Pentravan € uma alternativa promissora para ser usado em controle de dores
orofaciais quando associado a farmacos anti-inflamatorios.
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