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RESUMO

Disturbios temporomandibulares (DTMs) causam dor em muitos pacientes. Esses
disturbios ainda ndo possuem uma estratégia terapéutica analgésica eficaz. Portanto, o
desenvolvimento de novas formulacdes para controle de dor pode trazer conforto aos
pacientes acometidos. O uso de anestésicos tdpicos pode ser uma opg¢do para o controle da
dor aguda associada as DTMs, porém estes apresentam reduzida permeabilidade quando
aplicados topicamente em pele. J& foi demonstrado que carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) pode aumentar a absorcdo transdérmica de diferentes grupos de
farmacos. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de permeacado transdérmica de
tetracaina 4% encapsulada ou ndo em CLN, através da pele da orelha de porco, visando uma
futura aplicacgéo in vivo. O experimento foi realizado em células de difuséo vertical tipo Franz.
Em intervalos predeterminados foram coletadas aliquotas da solug&o receptora e a tetracaina
foi quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A partir da quantidade permeada
versus o tempo foi obtido o perfil de permeacdo da tetracaina e foram calculados os
parametros fluxo (velocidade) e tempo de laténcia (tempo para inicio) da permeacdo. A
tetracaina apresentou perfil sustentado de liberacéo com fluxo significantemente menor (teste
t ndo pareado; p<0,05) na formulacdo encapsulada em CLN (177,97+49,76 pg/cm2.h) quando
comparada a ndo encapsulada (223,89 +27,37 ug/cmz2.h). Conclui-se que o perfil sustentado
de permeacdo através da pele apresentado pela tetracaina encapsulada em CLN pode
resultar em retencao prolongada do farmaco no sitio de acéo, e pode resultar em uma acdo

antialgica duradoura no controle da dor em pacientes acometidos com DTMs.

Palavras-chave: Anestésicos locais. Tetracaina. Transdérmico. Hidrogéis.



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMD) have great clinical importance because its
high prevalence. These disorders still does not have a particular or resolutive therapeutic
strategy. Therefore, it is necessary to study and develop new strategies in order to bring
comfort to the affected patients. One possibility would be the use of topical anesthetics for the
management of critical pain associated with TMD; however, these have low skin permeation
when topically applied. It has been showed that nanostructured lipid carriers (NLC) increase
transdermal absorption of different drug groups. The aim of this study was to evaluate the
transdermal permeation capacity of 4% tetracaine encapsulated or not in NLC through the
swine ear skin, for future in vivo application. The experiment was carried out in Franz vertical
diffusion cells. At predetermined intervals, samples were withdrawn of the receptor solution
and tetracaine were quantified by High Performance Liquid Chromatography. From the
permeated amount versus time, tetracaine permeation profile was used and the permeation
parameters flow (velocity) and latency (onset time) were calculated. Tetracaine presented
significantly lower sustained release profile (unpaired test; p <0.05) on NLC encapsulated
formulation (177,97+49,76 pg/cm2.h) compared to not encapsulated (223,89 27,37 ug/cmz2.h).
It can be concluded that tetracaine NLC-encapsulated sustained permeation profile might offer
prolonged retention of the drug at the site of action, which also might result in longer lasting

antialgic action in pain control of TMD.

Key words: Local anesthetics. Tetracaine. Transdermal. Hydrogel.
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1 INTRODUCAO

A articulacdo temporomandibular (ATM) é responsavel por articular a mandibula
com o cranio, de modo mais especifico, o processo condilar da mandibula na fossa mandibular
do osso temporal, interposto pelo disco articular, o qual é suportado pelos ligametos
temporomandibular, esfenomandibular e estilomandibular (Madeira, 2015). As desordens
temporomandibulares (DTMs) abrangem as dores nessa articulacdo e também nos muasculos
mastigatdrios quando h& anormalidades no relacionamento entre suas estruturas (Scrivani et
al., 2008; Cairns, 2010). Os sintomas que caracterizam as DTMs s&o dores mal localizadas,
que podem ser referidas para outras regifes da cabeca e pescoco (Cairns, 2010), além disso,
pode ocorrer limitacdo de abertura bucal com dificuldade na mastigacdo e ruidos na
articulacdo, o que afeta a qualidade de vida dos pacientes acometidos (Scrivani et al., 2008).

Nos dias de hoje, as dores relacionadas as DTMs séao tratadas de forma empirica,
com a utilizacao de farmacoterapia de diferentes classes de farmacos (anti-inflamatérios néo
esteroidais, corticoides, relaxantes musculares, ansioliticos, opioides ou até, antidepressivos
triciclicos), fisioterapia, e em alguns casos, cirurgia. Todavia, a eficacia desses medicamentos
nao tem muitas evidéncias (Cairns, 2010; Scrivani et al., 2008; Graff-Radford e Bassiur, 2014).
Os anestésicos locais (AL) também seriam uma classe de farmacos interessante para
aplicacdo no controle da dor decorrente das DTMs, por bloquear a nocicepgéo, ja que
bloqueiam os canais de sodio e ndo ha despolarizacdo dos neurénios nem conducdo do
impulso nervoso apoés estimulo nociceptivo, ndo ocorrendo a percepgdo dolorosa (De
Andrade, 2014).

A administracdo de um anestésico topico com alta penetracéo tecidual capaz de
promover o alivio da dor de estruturas profundas, como a ATM seria de grande interesse para
pacientes com sintomatologia dolorosa relacionada com as DTMs. Uma formulagéo tépica
anestésica considerada ideal deve promover anestesia em curto periodo de laténcia, quando
aplicada na pele intacta e apresentar duracao prolongada do seu efeito (Tadicherla e Berman,
2006). Esta formulacdo ideal ainda ndo estd disponivel, justificando os diversos estudos
conduzidos que visam desenvolver uma formulacdo de anestésico tépico ideal, que fosse
também capaz de atingir estruturas profundas com seu efeito sustentado para indicagdes de
dores crbnicas, como ocorre em pacientes acometidos com DTMs (Hung et al., 1997; Fisher
et al., 1998; Friedman et al., 2001; Koh et al., 2004; Lander et al., 2006; Sawyer et al., 2009).

A pele tem como principal propriedade a protecédo dos tecidos subjacentes contra
a passagem de substancias, funcionando como uma barreira contra agressoes fisicas e

quimicas externas (Tadicherla e Berman, 2006). Por ser uma barreira, esta ndo permite que
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sustancias exogenas, com grande tamanho de particula ou baixa lipossolubilidade, assim
como 0s anestésicos locais, atinjam as terminacdes nervosas na regido subcutanea, rica em
vasos, de onde essas substancias poderiam atingir a corrente sanguinea e serem distribuidas,
muito menos nas estruturas profundas como da ATM para exercer sua acao. Para que os AL
consigam agir, as composic¢des topicas devem conter relativamente altas concentracdes do
anestésico, em comparacao as formulacdes injetaveis, para atingir a mesma poténcia ou
necessitariam de formulagbes com facilitadores de permeacdo ou sistemas de liberacgéo,

aperfeicoando a penetracéo de farmacos através da pele (Peptu et al., 2015).

Com a dificuldade de absorcdo de algumas substancias de particula grande ou
baixa lipossolubilidade através da pele, ha um grande interesse em se descobrir meios de
aumentar a penetracdo de farmacos e também de cosméticos através da pele (Peptu et al.,
2015). Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) representam um recente avango no
melhoramento de formulagbes para liberacdo de farmacos, especialmente em aplicagédo
transdérmica. As nanoparticulas lipidicas sdo sistemas veiculares inovadores, sendo
biocompativeis, com baixa toxicidade, boa escalabilidade de produg&o, modulacdo de
liberacdo de farmacos, ndo necessitando de solventes organicos no processo de preparacao,

e um vasto potencial de aplicacéo (oral, dérmica, intravenosa, etc.) (Puglia e Bonina, 2012).

Adicionalmente, os CLN, mostram vantagens importantes para aplicacdo cutanea,
como liberacdo controlada e maior facilidade de atingir tecidos especificos, reduzindo os
riscos de efeitos adversos associados com administracdo através de outras vias (Puglia e
Bonina, 2012). Eles consistem na adi¢cdo de um lipidio no estado liquido para formar a mistura
de lipidios sdélidos e liquidos em temperatura ambiente, que compdem o interior da particula,
essa mistura no estado de suas particulas seria capaz de liberar o farmaco ou composto ativo
encapsulado ao longo do tempo. Deste modo, esses carreadores tém maior eficiéncia de
encapsulacdo e prolongada liberacao de moléculas ativas encapsuladas devido a presenca

do dleo (lipidio liguido na temperatura ambiente) (Saupe et al., 2005).

Hidrogéis sdo polimeros capazes de absorver grande quantidade de agua.
Estruturalmente sdo constituidos por uma (homopolimeros) ou mais redes poliméricas
(copolimeros) tridimensionalmente estruturadas, formadas por cadeias macromoleculares
interligadas por ligacdes covalentes (reticulagdes) ou interagdes fisicas (Oviedo et al., 2008).
Dentre os hidrogéis, destacam-se as formulagfes termorreversiveis a base de poloxamers
(PL). Os PLs sao copolimeros formados por unidades de oxido de etileno (OE) e Oxido de
propileno (OP), organizadas em estruturas que se arranjam em tri-blocos de EOx —POy —EOx,

ndo téxicos e capazes de formar gel in situ. Dentre os tipos de PL mais estudados podemos
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citar o PL407 (PL407), que tem sido amplamente aplicado no desenvolvimento de
formulacdes farmacéuticas de liberagdo modificada (Dumortier et al., 2006).

Dentro desse contexto, a hipétese deste estudo € que a encapsulagdo da
tetracaina em CLN em formulacdo de hidrogéis a base de PL407 promova uma liberacao
sustentada do AL através da pele, podendo assim ser considerada uma formulagéo
promissora para futuros estudos in vivo, e futura aplicacdo no controle de dor cronica de

estruturas profundas, como nos casos de pacientes afetados pelas DTMs.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os anestésicos locais sdo farmacos muito utilizados na Odontologia, por
impedirem a sensagéo dolorosa nos pacientes, tornando o atendimento mais confortavel, por
isso, sdo muito estudados quanto as suas formas de aplicagdo. No entanto, o préprio
procedimento de anestesiar o paciente j4 gera dor e desconforto ao paciente, sendo entao
lancado mao o uso de anestésicos tdpicos, que algumas vezes também ndo se mostram
eficazes no controle de dor durante puncdo e injecdo de anestésicos locais, por isso, ha
grande interesse em se estudar a anestesia topica, a qual consiste em aplicar uma formulacao
tépica, na forma de gel ou pomada, esperando que o0 mesmo atravesse a barreira biolégica
da pele ou mucosa (Franz-Montan et al.,, 2016). Uma formulagcdo tOpica anestésica
considerada ideal deve promover anestesia em poucos minutos e apresentar duracao de agcéo

prolongada (Tadicherla e Berman, 2006).

Para que uma formulacao topica transdérmica seja efetiva, é necessario que ela
seja capaz de atravessar a barreira do epitélio orto-queratinizado da pele, e mais abaixo, o
estrato granuloso e também a camada basal até chegar na derme, a qual é rica em tecido
conjuntivo por onde o anestésico se difundiria para a circulacdo sanguinea e também seria

capaz de atingir as fibras nervosas nociceptoras (Jacobi et al., 2007).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), sdo nanoparticulas lipidicas,
gue vem se mostrando de grande valia no que diz respeito a liberacdo de farmacos,
especialmente, os hidrofébicos, além de contribuir para a estabilidade das formulacdes,
favorecendo maior eficiéncia na permeacao de farmacos por essa barreira bioldgica de forma
segura. Esses carreadores, quando associados aos AL, favorecem as propriedades fisico-
guimicas, sua biocompatilibade, além da liberacao sustentada do farmaco e sua eficacia (De
Aravjo et al., 2019). Uma das vantagens desses carreadores é que eles possuem
caracteristicas Unicas, como sua matriz liquida e solida a temperatura ambiente, que permitem
esses materiais serem utilizados em varios tipos de aplicagdo em medicamentos ou
cosmeéticos. Além disso, devido a sua natureza polimérica, esses materiais oferecem a
possibilidade de controlar e modular a estabilidade das particulas, a eficiéncia de
carregamento, cinética de liberacdo e modificacdo de superficie (Puglia e Bonina 2012;
Wechsler et al., 2019).

As desordens temporomandibulares (DTMs) acometem um grande contingente da
populacdo atualmente (Wieckiewicz, 2015). O tratamento das DTMs, no entanto, ainda ndo é
bem definido, podendo se basear na ingestdo de farmacos, fisioterapia, sessdes de

acupuntura e, em alguns casos, até cirurgias. A farmacoterapia com ingestdo de
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antidepressivos triciclicos, anti-inflamatoérios, corticoides e relaxantes musculares é uma das
alternativas de tratamento (Cairns, 2010). A administracdo de anestésicos locais também
poderia ser indicada (Costa et al. 2019), entretanto, a injecao de anestésicos locais pode ser
desconfortavel para o paciente, entdo, a administragcéo transdérmica de AL seria interessante
por facilitar a adeséo dos pacientes e seu conforto. As dificuldades no controle da dor em
pacientes acometidos com DTMs fazem com que novos estudos sejam necessarios em busca

de novas ferramentas e medicamentos para o controle da dor a longo prazo.

Uma das opcles terapéuticas disponiveis seria a anestesia tépica da regido
acometida pelos sintomas das DTMs. Liu et al., 2019 estudou a tetracaina livre, encapsulada
em CLN e nanoparticulas poliméricas carregadas com tetracaina, e analisou seus efeitos
anestésicos. Observou-se que a tetracaina encapsulada em CLN apresentou melhor
permeacao cutanea em pele de rato sem pelo, tempo de duracdo da anestesia e controle da
intensidade da dor, em ensaio de tail-flick, 0 que sugere, que este farmaco pode promover

anestesia topica em pele de longa duracao.

Costa et al., 2019 compararam o perfil somatossensorial de pacientes saudaveis
com pacientes que apresentam qualquer tipo de desordem temporomandibular, quando
administrado um creme de lidocaina a 4%. Observou-se, neste estudo, que a lidocaina néo
causou alteracéo de sensibilidade somatossensorial nos pacientes com DTMs, 0 que sugere,
gue esses pacientes possuem conjuntos de fibras sensitivas distintas de pacientes saudaveis.
O estudo concluiu que a anestesia tépica se mostra como uma alternativa mais simples e nédo
invasiva para resolucéo de dores musculoesqueléticas cronicas. Além disso, estes resultados
corroboram a complexidade das alteragdes dos mecanismos somatossensoriais, dificuldade
de diagndstico e tratamento dessa enfermidade. Assim, estudos clinicos com formulagcfes
melhoradas de anestésicos locais, como a encapsulacao da tetracaina, sdo necessarios para
melhor entendimento e tratamento das DTMs. Neste contexto, nosso trabalho contribui com o
desenvolvimento de uma nova formulagdo com perfil de permeacgédo através da pele
interessante, o que podera contribuir para diminuir ou amenizar os sintomas dolorosos em
pacientes acometidos com essas desordens.

A administrac&o de farmacos via oral para o tratamento das DTMs esta associada
a efeitos adversos, metabolismo de primeira passagem e dificuldade de adeséo dos pacientes
ao tratamento, desta forma, novas formas farmacéuticas e novos sistemas de liberagdo de
farmacos sao promissores no tratamento das DTMs. Webhrfritz e colaboradores (2011) em um
ensaio clinico demonstraram que o desenvolvimento de um filme contendo lidocaina a 5%
diminui significativamente a sensacéo dolorosa quando aplicado sobre a pele intacta, e no

seu uso prolongado, o filme causou diminuic¢éo significativa da densidade de fibras nervosas,
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0 que seria possivelmente eficaz no tratamento de dores cronicas associadas as DTMs, com
reducéo de efeitos colaterais sistémicos indesejados.

A avaliacdo in vitro da capacidade de permeacdo de formulagbes topicas em
células de difuséo vertical do tipo Franz utilizando barreiras biolégicas de pele ou mucosas
sdo importantes nas fases iniciais de desenvolvimento de formulacdes, além disso, estes
ensaios sdo amplamente utilizados por sua relativa facilidade de execucéo, facilidade de
comparacdo de resultados no desempenho e controle de qualidade no pds-registro de

medicamentos (Brasil, 2013).
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo in vitro foi avaliar se carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) podem melhorar a capacidade de permeacgdo transdérmica da
tetracaina a 4% veiculadas em hidrogéis termorreversiveis a base de poloxamer 407, visando
potencial uso futuro desta formulagcdo como terapia pouco invasiva para o controle de dor
cronica em pacientes afetados pelas DTMs.



17

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Formulacdes a serem estudadas

Este estudo foi realizado em colaboragcdo com a Profa. Dra. Eneida de Paula
(Instituto de Biologia da UNICAMP) e com sua aluna de mestrado Simone Ramos de Castro,
a qual preparou e caracterizou as seguintes formulacdes a serem testadas no presente

estudo:
- Hidrogel a base de poloxamer 407 com tetracaina a 4%: Gel PL 407 + TTC4%

- Hidrogel a base de poloxamer 407 com tetracaina a 4% encapsulada em
carreador lipidico nanoestruturado: Gel PL 407 + CLNTTC4%.

4.2 Preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo tetracaina

Os CLN foram preparados através do método de emulsificagdo-ultrassom (Das et
al.,, 2012; Mendes et al., 2013). Brevemente, a fase oleosa foi preparada pela adicdo dos
lipidios sodlidos e liquidos, em conjunto, hum béquer de vidro; em seguida eles foram
aquecidos em banho-maria, em temperatura 5-10°C acima do ponto de fuséo do lipidio solido
(MM = 34°C), sob agitacdo continua a fim de se conseguir uma mistura homogénea. Logo
apo6s, uma quantidade de farmaco 4% (TTC base) foi adicionado a mistura de lipidios fundidos
e a amostra mantida sobre agitacdo até completa dissolucdo. Ao mesmo tempo, num
recipiente separado, a fase aquosa foi preparada por dissolucdo do surfactante (Pluronic F68)
em agua desionizada aquecida a mesma temperatura da fase lipidica. Em seguida, a fase
aquosa foi adicionada a fase lipidica e homogeneizada, sob agitacdo, a alta velocidade em
Ultra-Turrax® T18 (IKA® T18 basic), a 10000 rpm, por 3 min (Figura 1). A pré-emulsdo O/A
obtida foi mantida sob aguecimento e sonicada, usando-se um sonicador de sonda (Vibracell,
Sonics e Materials Inc.), poténcia de 50w, 20 kHz, durante 30 min., com 30 ciclos de 30s
(ligado/desligado). Nesta etapa foi formada uma nanoemulsdo O/A, que foi imediatamente
transferida para frascos e colocada em banho de gelo para arrefecer rapidamente até a
temperatura de 25°C e originar as dispersdes de nanoparticulas. Ao final das preparagoes,
todas as amostras (CLN) foram armazenadas em frascos e mantidas a temperatura ambiente,

para posterior incorporagdo nos hidrogéis.
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Figura 1 - Preparagdo das NLC utilizando homogeneizador de alta pressao (Ultra-
Turrax®).

4.3 Preparo das formula¢@es de hidrogéis de poloxamer 407.

Brevemente, o hidrogel a base de poloxamer 407 com tetracaina a 4% foi
preparado através da disperséo direta do farmaco em solugéo de poloxamer 407 (Pluronic®
F-127, Sigma-Aldrich®) a 25% (p/v), mantidas a 4°C, sob agita¢éo (300 rpm) por pelo menos
2 horas (Schmolka, 1972).

Para obter os hidrogéis contendo TTC a 4% em CLN, 25mL da solug&o de PL407
contendo TTC a 4% foi dispersa diretamente em 25 mL da formulagdo de CLN-TTC 4%
previamente preparada (de acordo com o item 4.2).

4.4 Metodologia analitica para quantificacdo de tetracaina por cromatografia de liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

O AL TTC foi quantificado por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).
As condicfes cromatograficas para quantificacdo da tetracaina foram:
Fase Movel: Fosfato de Amonia (10 mM) pH 3,0 / Acetonitrila (70:30)

Volume de Injecao: 30 pL
Fluxo: 1,5 mL/min

Detector: UV 280nm

Coluna: 250x4,6nm Luna® C18
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4.5 Preparo da pele para os ensaios de permeacao

Para a realizacdo dos ensaios de permeacdo em pele, orelhas de porco foram
obtidas de abatedouro devidamente certificado pela Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo (Frigorifico Angelelli Ltda.) logo apds o abate dos
animais e transportados em tampéao fosfato (pH 7,4) (Figura 2). Ao chegar no laboratério, as
orelhas foram lavadas com/ agua destilada e os pelos visiveis foram removidos
cuidadosamente com uma tesoura (Figura 3) (Herkenne et al., 2006). Posteriormente, elas
foram dermatomizadas (Figura 4) (Dermatome Nouvag, AG, Goldach, Suica) a uma
espessura padronizada de aproximadamente 500 pum, separadas em dimensdes
padronizadas (~ 4 cm2) e imersas em solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) para lavagem e secas
em um filtro de papel e congeladas a -20°C até o uso. (Figura 5). O tempo maximo de
armazenagem da pele utilizada no estudo foi de 6 meses.

Ao chegar no laboratério, as orelhas foram lavadas com agua destilada e os pelos
visiveis foram removidos cuidadosamente com uma tesoura (Figura 3) (Herkenne et al., 2006).
Posteriormente, elas foram dermatomizadas (Figura 4) (Dermatome Nouvag, AG, Goldach,
Suiga) a uma espessura padronizada de aproximadamente 500 um, separadas em dimensdes
padronizadas (~ 4 cm?) e imersas em solucao fisiolégica (NaCl 0,9%) para lavagem e secas
em um filtro de papel e congeladas a -20°C até o uso. (Figura 5). O tempo maximo de

armazenagem da pele utilizada no estudo foi de 6 meses.

Antes do experimento, a pele foi retirada do freezer e mantida em temperatura
ambiente por 20 min para completo descongelamento. Antes da realizagdo dos ensaios de
permeacao, a pele foi montada na célula vertical de difus&o tipo Franz e inicialmente avaliada
quanto a sua integridade através da medida de resistividade, a qual deveria ser de = 50
KQ/cm?. Eletrodos de Ag/AgCl foram posicionados nos compartimentos doador e receptor,
em contato com um gerador de sinal Keysight 33220A (Agilent®), e um multimetro digital ET-
2053DMM (Minipa®), respectivamente. Os tecidos que ndo atingiram o valor minimo preditor
de integridade foram descartados e ndo seguiram para o ensaio de permeacado (Kasting e
Bowman, 1990).
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Figura 2 - Orelhas de porco armazenadas em Figura 3 - Pelos visiveis sendo removidos das
Tampédo fosfato (pH 7,4) orelhas

Figura 5 - Secagem das peles em
papel filtro, para posterior
armazenamento

Figura 4 - Dermatomizacao das orelhas

4.6 Ensaio de solubilidade do AL — determinagdo da solugéo receptora nos ensaios de

permeacédo

Antes da realizacdo dos ensaios de permeacdo, foi necessario determinar a
solubilidade do AL utilizado para garantir as condi¢gdes sink durante o experimento, isto €, a
méxima concentracdo do farmaco no compartimento receptor ndo poderia exceder 10% da
solubilidade do anestésico local. A tetracaina teve sua solubilidade avaliada em solucdo do
tampéo PBS (pH 7,4), contendo 5% de Tween® 80.

Para se definir a solubilidade da tetracaina foi utilizada uma mesa agitadora
contendo frascos com micro agitadores magnéticos a 300 rpm, e com solucdes de 5mL de
solucdo PBS + 5% de Tween® 80 acrescentado p6 do farmaco, em cada frasco, os quais
foram agitados até sua saturagdo. Esses frascos permaneceram sob agitacdo constante e
temperatura estavel durante 24 horas. Apos esse periodo, centrifugou-se as solugdes por 20
minutos em velocidade de 10.000 rpm, e estas foram filtradas com filtro de seringa. Em
seguida a solucéao foi diluida e quantificada por CLAE, de acordo com o método descrito e
validado.
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4.7 Ensaio de permeacéo in vitro das formula¢cdes através de pele de orelha de porco

em célula de difus@o vertical tipo Franz

O experimento de permeacdo com as formulacdes através da pele de orelha de
porco foi realizado na célula de difusdo vertical tipo Franz com area de permeacéo de 1,77
cm? (Sistema Transdérmico Manual, Hanson Research Corporation, CA, USA) (Figura 6). A
pele dermatomizada (~500 um) foi posicionada com o lado do estrato cérneo voltado para o
compartimento doador, entre os compartimentos doador e o receptor. O compartimento
doador foi preenchido com cerca de 300 mg de cada formulacdo caracterizando situacao de
dose infinita. A condig&o sink foi mantida durante o experimento. Esta condi¢do significa que
a concentracdo maxima do farmaco no compartimento receptor é 10 vezes menor que a sua

solubilidade naquele solvente.

Os ensaios de permeacéo foram realizados na mesa de permeacao (Figura 7),
durante um periodo de 8 horas, a temperatura controlada de 32 °C e sob agitagédo constante
(300 rpm). Em intervalos pré-estabelecidos (de TO até T3 os intervalos foram de 30 minutos,
a partir de T4 os intervalos passaram a ser de 1 hora até T10), foram retiradas aliquotas da
solucéo receptora (300 pL), que em seguida foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Ao compartimento receptor, foram adicionados volumes idénticos aos
retirados os quais foram utilizados para o calculo da diluicao realizada. Os experimentos foram

realizados no minimo em sextuplicatas (n=6, para cada uma das formulacdes).

O perfil de permeacdo foi determinado a partir da média da quantidade
cumulativas de tetracaina permeada por cm? em funcdo do tempo. Para o célculo dos
parametros de permeacao fluxo (Jss) e tempo de laténcia (lag time), foi construido um gréfico
para cada célula, a partir da quantidade de tetracaina acumulada no compartimento receptor
por cm? versus tempo (intervalos de tempo de cada coleta). A inclinacédo da porcéo linear dos
graficos representou o fluxo (Jss) de penetracdo da tetracaina através da pele e a sua
interseccdo com o eixo das abscissas permitiu determinar o valor do tempo de laténcia (lag

time).



Figura 6 - Célula vertical tipo Franz.Fonte:
https://hansonresearch.com/diffusion-
testing/manual-diffusion/

Figura 7 — Vista superior da mesa de
permeacgao
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5 RESULTADOS

5.1 Validacao da metodologia analitica e teor

A validacao da metodologia analitica foi realizada a fim de permitir a quantificacao
de tetracaina nos hidrogéis (testes de teor), ensaio de solubilidade e permeacdes. Os
parametros avaliados foram seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e limite de
quantificacdo, certificando assim a confiabilidade dos resultados. O método apresentou-se
adequado para analise do AL sendo todos os resultados obtidos dentro dos critérios de
aceitacdo estabelecidos para as concentracdes analisadas com linearidade (r?) acima de
0,999 para tetracaina; exatidao na faixa de 98 a 102%, precisao na faixa de 0,3 a 2,64, limites
de deteccao e quantificagdo de 0,318 pg/mL e 1,078 pg/mL, respectivamente, estando dentro

das especificagOes estabelecidas (Brasil, 2013; Brasil, 2003).

ApoOs a validagéo foram realizados testes de teor, e os resultados obtidos foram
de 4,71 mg/mL para o Gel PL 407 + TTC4%, e 5,36 mg/mL para o Gel PL 407 + CLNTTC4%.

5.2 Ensaio de permeacao através de pele de orelha de porco

A figura 8 mostra o perfil de permeacao do anestésico local Tetracaina através da
pele de orelha de porco. A tabela 1 mostra os parametros de permeacéo calculados (fluxo e

lag time).

A formulagcdo de tetracaina encapsulada em carreadores lipidicos
nanoestruturados apresentou menor fluxo (teste t ndo pareado; p<0,05) quando comparado
com a formulacéo livre. As formulacdes ndo diferiram quanto ao lag time (teste t ndo pareado;
p>0,05).
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Figura 8 - Perfil de permeacéo da Tetracaina.

Tabela 1 - Pardmetros de permeacgéo de tetracaina encapsulada ou ndo em
carreador lipidico nanoestruturado: fluxo e lag time .

Fluxo (ng/cmz2.h) Lag time (h)

PL407+NCLTTC4% 177,97+49,76* 3,61+ 0,13

PL407+TCC4% 223,89 +27,37 3,40 £ 0,95
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6 DISCUSSAO

Foi utilizada pele de orelha de porco, por apresentar semelhanca estrutural com
a pele dos seres humanos, e além disso, ter grande disponibilidade do tecido na industria
alimenticia, assim sendo, ndo é necesséria a aprovagdo do comité de ética. Segundo Jacobi
et al., 2007, o tecido cutdneo de suinos apresenta semelhancas estruturais com o tecido
cutdneo humano quanto a penetracdo de substancias aplicadas topicamente, principalmente
as hidrofilicas.

O presente estudo confirmou a hipotese de que a encapsulacdo da tetracaina
pode promover uma liberag&o sustentada do AL através da pele, podendo promover uma agéo
duradoura e ser considerada promissora para ser testada in vivo visando seu futuro uso como
alternativa pouco invasiva para o controle da dor crénica em pacientes acometidos por DTM.
A caracteristica de liberacdo sustenda observada no presente estudo pode resultar em maior
capacidade de permanecer nas camadas da pele por mais tempo, aumentando assim a
duracéo de agéo do anestésico local. Resultados semelhantes foram observados por Babaei
et al., 2016 no qual a lidocaina nesse mesmo sistema carreador foi capaz de ficar depositado
nas camadas da pele por mais tempo. O perfil sustentado de permeacao da tetracaina poderia
ser explicado pela sua interacdo com a matriz lipidica liquida e sélida dos CLNs, que faz com
gue o farmaco encapsulado seja lentamente liberado, assim os CLNs funcionariam como uma
espécie de reservatério do famaco que seria liberato ao longo do tempo (Puglia e Bonina,
2011).

De forma similar, Puglia e Bonina (2011) também demonstraram que o0s
anestésicos benzocaina e lidocaina quando incorporados aos carreadores lipidicos
nanoestruturados apresentaram menor fluxo quando comparado com os anestésicos livres.
Além disso, eles demonstraram em estudo in vitro de modelos de permeagéo em pele humana
gue os anestésicos tiveram perfil de liberacédo sustentado e que o CLN sé&o bons carreadores
e podem funcionar como um reservatorio para 0S anestésicos, consequentemente
prolongando o efeito anestésico. Além disso, em um modelo animal de efic4cia (tail flick) para
avaliacdo da eficacia anestésica, as formulacdes encapsuladas promoveram anestesia com
maior duracdo com mais longa antinocicepcéo, indicando uma libracdo prolongada na

associacdo com CLN.

Desta forma, a associacdo entre os carreadores lipidicos nanoestruturados e os
anestésicos locais promove permeacao lenta desses farmacos em aplicacdo transdérmica,
indicando um possivel efeitos clinicos sustentado dessas formulagdes, que seria interessante

no tratamento das DTMs, assim o anestésico topico poderia reduzir a nocicepgdo e a dor
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associada as DTMs sem a necessidade de procedimentos desconfortaveis como a injecao de
anestésicos locais ou a possibilidade de efeitos colaterais desagradaveis associado a

terapéutica farmacoldgica convencional.

Entretanto, ainda sera necesséario elucidar a possibilidade da utilizacdo dos
anestésicos topicos no tratamento de DTMs de forma continua. Durante um ensaio clinico
randomizado, houve experimentacgéo clinica de formulacdo de anestésicos topicos e quando
se analisou a lidocaina a 4% livre, observou-se que ndo houve diminuicdo da sensacéo
dolorosa em pacientes com desordens temporomandibulares através do relato de dor (Costa
et al.,, 2019), por isso, o estudo da tetracaina encapsulada é interessante, ja que ela
apresentou um perfil de permeacgdo sustentado, sugerindo que a mesma teria um bom
comportamento promovendo efeito anestésico por tempo prolongado. Portanto, a busca por
melhorias nas formulagdes topicas com sistemas de liberacdo controlada podera demonstrar
vantagens comparado com as formulagbes comerciais com o0s anestésicos livres, vindo a ser

no futuro, um pratica terapéutica promissora no alivio da dor associada a DTMs.

Normalmente, os métodos farmacoldgicos tradicionais de tratamento das DTMs
geralmente utilizam farmacos administrados por via oral, algumas desvantagens sao
encontradas durante este tratamento, como demora para inicio de acao do farmaco, possiveis
efeitos colaterais sistémicos, e dificuldade de degluticdo e de adeséo do paciente, entédo
farmacos administrados por vias alternativas, como a via transdérmica, seriam promissores
com a diminuicao desses inconvenientes ou efeitos colaterais sistémicos indesejaveis (Ta e
Dione, 2004). A aplicagdo cutanea de filmes anestésicos em pacientes vem se mostrado como
uma estratégia interessante de anestesia topica (Wehrfritz et al., 2011) assim como seria a

aplicacao tépica de um gel anestésico com suas propriedades de permeacédo melhoradas.

Desta forma, estudos futuros se fazem necessarios na busca do desenvolvimento
e teste de novas formulacdes a serem empregadas no tratamento das DTMs, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes acometidos. Além disso, o desenvolvimento de carreadores
lipidicos nanoestruturados ou outros carreadores podera melhorar permeacdo de farmacos
indicados no tratamento das DTMs, assim como os CLNs associados com AL, o que
proporcionou permeacdo controlada do agente anestésico, 0 que seria interessante para
atingir a articulagéo temporomandibular e promover bloqueia nocicep¢cdo em casos de DTM

com efeito anestésico prolongado.

Nesse contexto, o0 melhoramento de formula¢des anestésicas tdpicas vem sendo
avaliado. Recentemente a permeagéo in vitro de tetracaina encapsulada em CLN atraves de

pele de ratos, e o efeito antinociceptivo avaliado por teste de tail-flick foram avaliados. Os
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autores demonstraram que a permeacdo da tetracaina foi menor quando comparado ao
farmaco livre, o que corrobora com nosso estudo. Curiosamente, também se observou melhor
e mais prolongado efeito antinociceptivo em ratos. Esses resultados indicam a viabilidade de
desenvolvimento de uma formulacéo anestésica topica associada com carreadores lipidicos
nanoestruturados capaz de proporcionar liberacdo sustentada do anestésico aumentando o
tempo de anestesia (Liu et al. 2019). Esses resultados abrem pespectivas para novos estudos
de eficécia in vivo para avaliar o potencial efeito analgésico desta formulagéo no controle de

dor decorrente de DTMs.
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7 CONCLUSAO

Hidrogel contendo tetracaina em carreadores lipidicos nanoestruturados
apresentou perfil sustentado de permeac¢éo o que poderia indicar maior retencdo do farmaco
em seu sitio de aplicacdo, resultando em efeito prolongado e eficaz no controle de dor em
pacientes acometidos com DTMs.
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ANEXOS

Anexo 1 - Verificagéo de originalidade e prevencgéo de plagio

AVALIACAO DA PERMEAGAO DE TETRACAINA
ENCAPSULADA EM CARREADORES LIPIDICOS

NANOESTRUTURADOS EM HIDROGEIS
TERMORREVERSIVEIS ATRAVES DA PELE

RELATORIO DE ORIGINALIDADE

4, 4, D

INDICE DE FONTES DA PUBLICAGOES
SEMELHANCA INTERNET
FONTES PRIMARIAS

Submitted to Universidade Estadual de
Campinas

Documento do Aluno

www.usf.edu.br

Fonte da Internet

2%

DOCUMENTOS DOS

ALUNOS

1%

1%
1%

pct.capes.gov.br

Fonte da Intemet

repositorio.ufscar.br

Fonte da Interet

B

1o
1%
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Anexo 2 —Iniciacédo Cientifica

PIBIC - Area Aluno [quota: 2016]

¥ Inicio

= Alterar quota

& Termo de Compromisso

& Relatorio

Parcial

Final

& Alterar Dados

< Alterar Senha

® Sair

Relatdrio Final

Periodo de envio do Relatorio Final: 01/08/2017 - 14/08/2017

Versdo enviada em 14/08/2017 18:14:45 [ ver relatério

— Parecer do orientador emitido em 16/08/2017 08:40:43

— Parecer do Assessor dado em 27/11/2017 15:16:09
(O parecer a respeito de seu relatorio esta disponivel ao orientador responsavel)
@ Aprovado

34



