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RESUMO
Durante a ultima década, houve grande interesse em sistemas liquido cristalinos
liotropicos como sistemas de liberagdo de agentes biologicamente ativos, pela industria
cosmeética, quimica e farmac€utica. Uma das razdes ¢ que os sistemas liquido liotropicos
existem em muitas partes do corpo humano, como cérebro, musculo, retina ¢ muitos
outros, € a sua estrutura especial desempenha um importante papel nos movimentos
vitais. O envelhecimento da pele é o resultado de processos intrinsecos e/ou
extrinsecos. As altera¢des cutaneas resultantes destes processos incluem a discromia, a
aspereza, as rugas finas e persistentes seguidas por rugas mais profundas. Entre varios
subfragmentos do pro-peptideo de colagno, o KTTKS foi encontrado para ser a
sequéncia minima necessaria para estimular a produg¢do de coldgeno em 80% e de
fibronectina em uma variedade de células mesenquimais. Devido a estimula¢do da
sintese de colageno, o KTTKS tem atraido grande atencdo como um ingrediente
cosmético para fornecer efeitos anti-envelhecimento. Pensando em todas estas questdes,
este trabalho de mestrado teve como proposta o preparo de sistemas liquido cristalinos
lamelares contendo diferentes concentragdes do peptideo Ac-Wahx-KTTKS, que tem
propriedades fisico-quimicas que melhorardo sua permeacao através da pele. O peptideo
Ac-WAhx-KTTKS foi obtido com um grau de pureza acima de 99,97%. A microscopia
de luz polarizada e o espalhamento de raios X a baixo angulo permitiram avaliar que
apés a incorporagdo do peptideo ndo houve mudangca de fases dos sistemas,
permanecendo na fase lamelar. A reologia mostrou que mesmo apos a incorporac¢do do
peptideo, os sistemas continuaram a apresentar tixotropia (com exce¢do das
formulagoes F1, F1A e FIB), comportamento ndo—Newtoniano e perfil pseudoplastico.
O teste de biossintese de colageno in vitro mostrou que o peptideo ¢ eficaz no
tratamento do envelhecimento cutdneo, aumentando em até 80% a producdo de
colageno pelos fibroblastos. Os testes de liberagdo in vitro do Ac-Wahx-KTTKS nas
formulagdes mostraram que os sistemas lamelares testados sdo capazes de prolongar a
liberagcdo do ativo e o modelo matematico que melhor se aplicou foi o de zero ordem.
Na permeacdo, os resultados obtidos com a formula¢do F3B na retencdo cutinea se
mostraram mais interessantes, pois verificou-se uma maior retengdo do peptideo nas
camadas mais profundas da pele. Os resultados obtidos demonstram, portanto, que o
peptideo € uma op¢do promissora para a amenizagdo do processo de envelhecimento

cutaneo.
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ABSTRACT
During the last decade there has been great interest in lyotropic liquid crystalline
systems, being used to the release systems of biologically active agents, the cosmetic,
chemical and pharmaceutical industries. One reason for this is that the lyotropic liquid
systems exist in many parts of the body such as brain, muscle, retina and many others
and their special structure plays an important role in vital movements. Skin aging is a
result of intrinsic and/or extrinsic processes. The skin changes resulting from these
processes include dyschromia, roughness, fine and persistent wrinkles followed by
deeper wrinkles. Among several peptide subfragments of the KTTKS was found to be
the minimum sequence necessary to stimulate collagen production by 80% and
fibronectin in a variety of mesenchymal cells. Due to the stimulation of collagen
synthesis, the KTTKS has attracted great attention as a cosmetic ingredient to provide
anti-aging effects. Thinking about all these issues, this master's work aimed to the
preparation of lamellar liquid crystalline systems containing different concentrations of
Ac-Wahx-KTTKS peptide which has physico-chemical properties that will improve its
permeation through the skin. Ac-WAhx-KTTKS peptide was obtained in a purity above
99.97%. The polarized light microscopy and X-ray scattering the low angle allowed to
assess that after the incorporation of the peptide did not change phases of the systems,
remaining in the lamellar phase. The rheology showed that even after the incorporation
of the peptide, the systems continued to show thixotropic (with the exception of
formulations F1, F1A and F1B), non-Newtoniano behavior and shear thinning profile.
The biosynthesis of collagen in vitro test showed that the peptide is effective in the
treatment of skin aging, increasing to 80% in collagen production by fibroblasts. The in
vitro tests to the assessment of the release of Ac-Wahx-KTTKS in the formulations
showed that the tested lamellar systems are able to prolong the release of the active and
the mathematical model that best applied was zero order. In the permeation results
obtained with the formulation in the skin retention F3B proved most interesting, since
there was a greater retention of the peptide in the deeper layers of the skin. Therefore,

these results demonstrate that the peptide is a promising option for alleviation of skin

aging.
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A busca constante da manutencdo de uma aparéncia jovem e saudavel tem
favorecido cada vez mais o crescimento da industria cosmética, pois ao lado de uma
vida equilibrada e com bons habitos alimentares, os cosméticos tém participado como
grandes aliados para prevenir, retardar e tratar o envelhecimento cutdneo precoce ou o
fotoenvelhecimento (MAIA CAMPOS e SILVA, 2002).

O processo de envelhecimento ocorre tanto por causas genéticas, quanto por
influéncias ambientais, como a luz solar, o fumo, a alimentacdo e¢ as doengas
dermatolégicas (MARZULLI e MAIBACH, 1996).

A pele envelhecida tem como caracteristicas a formagdo de rugas finas,
diminuicdo da renovacdo celular na epiderme, com afinamento desta camada,
decréscimo de tecido elastico e perda de colageno na derme, o que reduz a elasticidade,
a tonicidade e¢ permite a formagdo de rugas e, no caso de fotoenvelhecimento, ocorre
hiperqueratinizagdo, crescimento frequente de células pré-cancerosas, producdo de
tecido elastico anormal e perda pronunciada dos feixes de colageno (PINNEL, 2003).

Embora com um estilo de vida saudavel, a pele sofre com as agressdes
ambientais, como o sol e a polui¢fo, além do envelhecimento cronoldgico (intrinseco).
Dessa forma, as pessoas estdo buscando métodos ndo invasivos para melhorar a
aparéncia da pele, e o setor de cosméticos tem apresentado ao mercado numerosos
produtos e compostos ativos com o intuito de proporcionar ao consumidor resultados
eficazes no tratamento do envelhecimento da pele (BERMANN, 2007, DRAELOS,
2007, ABU SAMAH e HEARD, 2011).

Atualmente, dentre as substincias mais utilizadas, podem ser citadas os
retindides, o acido glicdlico, o acido ascdrbico e os peptideos. Os retindides melhoram
as rugas finas e grossas, a aspereza e a alteragdo de pigmentacdo. O acido glicolico

acelera o processo de esfoliagdo e renovacdo celular da pele enfraquecendo a coesdo
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intercelular da camada cérnea. Porém é mais eficaz para a reducdo das alteracdes da
pigmentacdo do que para a redugdo de rugas finas. O acido ascorbico atua como um
antioxidante e também estimula a produgdo de colagenos tipos I e III (KRAELING et
al.,, 1997). Ja os peptideos utilizados em produtos tdpicos antienvelhecimento tém
multiplas aplicagdes e podem ser classificados em 4 grupos com base em seus
mecanismos de acdo (CAMPOS et al., 1999): peptideos transportadores, peptideos
sinais, peptideos enzima-inibidores e peptideos inibidores de neurotransmissores, porém
ha falta de dados para comprovar a eficacia dos mesmos.

As proteinas ¢ peptideos estdo sendo amplamente utilizados em produtos
cosméticos, com destaque para o acetil hexapeptideo-3 e a injecdo intradérmica da
toxina botulinica tipo A. Porém seu uso tem sido limitado em fun¢@o de sua alta
neurotoxicidade (PUIG, 2004).

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de identificar e isolar
peptideos que desempenham fungdes na pele. A maioria dos peptideos bioativos sdo
fragmentos isolados de peptideos precursores maiores (LINTNER e PESCHARD, 2000,
GOROUHI e MAIBACH, 2009). Estes peptideos demonstram importante papel em
uma variedade de processos fisiologicos, incluindo a¢des como estimulagio e regulagio
da cicatrizagdo de feridas, efeito antimicrobiano e anti-inflamatério (LINTNER e
PESCHARD, 2000). Além disso, tais peptideos também sdo indicados para serem
utilizados em preparagdes cosméticas, principalmente para tratamento do
envelhecimento cutaneo (LUPO e COLE, 2007, NAMJOSHI et al., 2008, GOROUHI e
MAIBACH, 2009, REDDY et al., 2012).

O KTTKS € um peptideo estimulador da sintese de colageno (tipos I e III) na
pele, muito usado em formulacdes cosméticas no tratamento do envelhecimento

cutaneo, mas devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, sua penetragdo na pele ndo
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¢ eficiente. Na tentativa de melhorar a penetragdio do KTTKS na pele para atingir a
derme e exercer seu efeito estimulador da sintese de colageno, modificagdes em sua
sequéncia peptidica foram realizadas para melhorar suas caracterisitcas fisico-quimicas
e, consequentemente, sua disponibilidade (ABU SAMAH e HEARD, 2011).

Na tentativa de promover um aumento da penetracdo cutidnea do peptideo
KTTKS na pele, pesquisadores fizeram modificacdes na sua sequéncia peptidica, tais
como a ligagdo de um acido palmitico ao KTTKS (Palmitoil-KTTKS) e a ligacdo de um
acido ascorbico ao KTTKS (pentapeptideoascorbil estabilizado). Mas nenhum dado foi
divulgado em relacdo a penetragdo destes derivados na pele (ABU SAMAH ¢ HEARD,
2011).

Os peptideos geralmente sdo macromoléculas, isto é, possuem altas massas
moleculares e apresentam-se ionizados em pH fisiologico, o que os tornam hidrofilicos,
contribuindo assim para sua dificuldade de penetragdo (LUPO e COLE, 2007, ABU
SAMAH e HEARD, 2011).

Os sistemas liquido cristalinos liotropicos (SLC) apresentam boa capacidade de
penetragdo devido a baixa tensdo interfacial decorrente da interface dleo/agua e podem
facilitar a difusdo progressiva de substincias biologicamente ativas na pele ou
circulagdo sistémica, como os aminoacidos e peptideos, que tém dificuldade de penetrar
na pele por serem macromoléculas (FRIBERG, 1990, LAWRENCE e REES, 2000).

Os SLC sio caracterizados por apresentarem um grau de organiza¢do molecular
intermediario, caracteristicos de sélidos e liquidos. Possuem ordem estrutural, rigidez e
ligagdes definidas como a dos solidos e, mobilidade, regides desordenadas e fluidas
como a dos liquidos, ou seja, esta mesofase possui propriedades mecanicas tipicas do
estado liquido e certa ordem molecular, constituindo assim uma fase fluida e ordenada

(HYDE, 2001, BECHTOLD, 2005).
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A pele como via de administracio

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo, altamente complexa, responsavel por 15% do
peso corporal. Um dos seus papéis € evitar a invasdo do organismo, agindo como um
barreira  defensiva as  ameacas do  ambiente  externo. A pele
possui mecanismos de defesa que lhe conferem barreiras imunoldgica, fisica,
metabolica e UV-protetora, a fim de inibir ataques de microrganismos, de produtos
quimicos ¢ radiagdo UV. Por outro lado, a pele pode ser usada como uma porta de
entrada de substancias terapéuticas, tais como drogas e vacinas, se 0s mecanismos que
conferem as propriedades de barreira sdo entendidos e explorados (ROBERTS et al.,
2008).

A pele é composta de duas camadas principais (Figura 1) tais como a epiderme ¢
a derme, e o tecido subcutidneo. A derme contém uma variedade de tipos celulares,
nervos, vasos sanguineos e linfaticos incorporado em uma rede densa de tecido
conjuntivo (fibras de colageno). A epiderme, localizada acima da derme e separada pela
membrana basal, ¢ composta principalmente de camadas de queratindcitos
estratificados, em que as células do estrato corneo, os cornedcitos, sdo banhados por um
envelope rico em proteinas com um envelope lipidico exterior, rodeado por uma matriz
de lipidio extracelular (MONTEIRO-RIVIERI, 2011).
Os queratindcitos sofrem um processo de queratinizacdo, em que a célula diferencia - se
¢ move-se para cima a partir da camada basal até o estrato corneo, onde as células se
tornam anucleadas e achatadas e sdo eventualmente descartadas. Intercaladas entre os
queratinécitos na epiderme, hd células com fun¢des de produgcdo de melanina
(melandcitos), percepgdo sensorial (células de Merkel) e fungdes imunoldgicas

(Langerhans e outras células). Em adi¢8o aos componentes celulares estruturais, ha os
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apéndices, como as unidades pilossebaceas (foliculos pilosos associados a glandulas

sebaceas), glandulas sudoriparas apodcrinas ¢ écrinas (BOUWSTRA et al., 2002).

Figura 1. Estrutura da pele (BOUWSTRA et al., 2002)
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A penetragdo através da pele de substdncias como peptideos, torna-se dificil
diante de algumas caracteristicas fisico-quimicas, como hidrofilia e alta massa
molecular. Por isso, o uso de promotores de penetragdo pode melhorar o transporte de
alguns ativos através da pele (YAMAMOTO et al., 2003).

Os promotores de penetragdo sdo compostos quimicos que, sozinhos sio
farmacologicamente inativos, mas podem interagir com os constituintes do estrato
corneo, reduzindo a resisténcia da difusdo do farmaco na pele. Um promotor de
penetragcdo também pode aumentar a atividade termodindmica do farmaco, resultando
assim no fluxo do fairmaco aumentado. Sao exemplos, dimetil-suféxido (DMSO), uréia,
solventes organicos, acidos oléicos, acidos caproicos, ésteres graxos e tensoativos

(SUHONEN e BOUWSTRA, 1999).
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Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) ¢ definida como a organizacdo de diversas
proteinas estruturais e polissacarideos nos tecidos conjuntivos que preenchem os
espacos extracelulares. As células depositam no meio extracelular componentes como o
colageno, a fibronectina, a laminina, os proteoglicanos e o acido hialurénico
produzidos, principalmente, pelos fibroblastos e distribuidos em uma rede organizada
em intima associa¢do com a superficie da célula que a produziu (CARLSON e
LONGAKER, 2004, ALBERTS et al., 2004).

A MEC ¢ formada pelas duas principais classes de macromoléculas da lamina
basal: (1) as cadeias de polissacarideos de glicosaminoglicanos, as quais estdo,
normalmente, covalentemente ligadas a proteinas na forma de proteoglicanos, ¢ (2) as
proteinas fibrosas como a elastina, a fibronectina, a laminina e o colageno. As
moléculas de proteoglicanos formam uma substincia semelhante a um gel, altamente
hidratada, na qual estdo dispersas as fibras protéicas. O gel de polissacarideos resiste a
forcas de compressdo na MEC ao mesmo tempo em que permite a rapida difusdo dos
nutrientes, metabolitos e horménios entre o sangue e as células dos tecidos. As fibras
colagenas fortalecem e auxiliam a organizar a MEC. As fibras de elastina, semelhantes
a borracha, fornecem a resisténcia; ja a fibronectina é importante na adesdo da célula do
tecido conectivo com a matriz ¢, a laminina, atua como um organizador primario da
estrutura das camadas (ALBERTS et al., 2004).

No corpo humano, a forma mais abundante de MEC ¢ encontrada no tecido
conjuntivo denso como o 6sseo, o tenddo e a camada dérmica da pele. As células do
tecido conectivo estdo embebidas em uma MEC complexa que ndo somente serve para a
sustentacdo passiva, mas também desempenha um papel ativo na regulagio do

comportamento das células que fazem contato, influenciando o desenvolvimento, a
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migragdo, a prolifera¢do, a forma e a fungdo destas células (ALBERTS et al., 2004,
CARLSON e LONGAKER, 2004).

Os fibroblastos da derme, que so componentes essenciais da pele, interagem
mecanica e quimicamente com a MEC, sintetizando as fibrilas de colageno e
depositando-as na orientacdo correta e, também, se comunicando entre si € com outros
tipos celulares. Os fibroblastos dérmicos representam uma populagdo heterogénea de
células definidas de acordo com a sua localizagdo no interior da derme. Duas
subpopula¢des de fibroblastos estdo localizadas em duas camadas distintas da derme: a
derme papilar ¢ a derme reticular (CHUNG et al., 2001). Uma terceira subpopulagdo de
fibroblastos esta localizada em torno dos foliculos pilosos. Fibroblastos “maduros” com
uma menor capacidade de transformacdo podem, por exemplo, existir lado a lado com
fibroblastos “imaturos” (frequentemente denominados células mesenquimais) que

podem desenvolver uma variedade de tipos celulares (ALBERTS et al., 2004).

Colageno

As proteinas de colageno sio o componente mais abundante da MEC,
sintetizadas pelos fibroblastos no tecido conjuntivo. O colageno é encontrado na cdrnea,
na cartilagem, na parte organica do o0sso, nos tecidos fibrosos como tenddes,
ligamentos e na pele. Existem varios tipos de colageno, sendo que o tipo I é o mais
abundante, representando cerca de 80%, formando a rede reticular na regido profunda
da derme e, em segundo lugar, o colageno tipo III, que representa 15% do colageno da
derme, localizado na membrana basal, servindo para fixar a epiderme a derme

(CHUNG, et al., 2001).
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O colageno ¢ a maior classe de proteina fibrosa insoluvel encontrada na matriz
extracelular e nos tecidos conectivos. Cada molécula de colageno é um bastdo pequeno
e rigido formado pelo entrelacamento em triplice hélice de trés cadeias polipeptidicas
chamadas cadeias alfa (Figura 2). Essa estrutura protéica justifica as propriedades
fisicas e biologicas dos colagenos: rigidez, solidez e estabilidade (PROCKOP et al.,

1979).

Figura 2. Modelo da hélice triplice do colageno. Os trés filamentos sdo mostrados em

cores diferentes (PROCKOP et al., 1979).
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No envelhecimento cutineo verifica-se degradacdo de colageno, causando a
perda da elasticidade e a formac@o de rugas na pele. Essa degradagdo pode ser acelerada
por fatores ambientais, como a radiagdo ultravioleta (UV), que aumenta o nivel de
expressdo de mataloproteinases da matriz (MMPs) em células presentes na MEC. As
MMPs sdo responsaveis pela destruicdo do colageno, levando ao fotoenvelhecimento e

as rugas (NAGASE, 1997).

Além disso, a degradagdo da MEC por MMPs pode estar relacionada com o

cancer de pele, aterosclerose e o infarto do miocardio. Desta forma, a regulacdo da
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sintese de coldgeno e dos niveis de expressdo de MMPs ¢ um passo importante para

evitar o fotoenvelhecimento bem como doengas relacionadas (RABE et al., 2006).

Envelhecimento cutineo

O envelhecimento da pele ¢ produto de dois processos: o
envelhecimento intrinseco, ou cronoldgico, que é principalmente devido a fatores
genéticos; e o envelhecimento extrinseco, devido as agressdes ambientais, como a
exposicdo ao sol (fotoenvelhecimento) e o cigarro. As alteragdes cutdneas resultantes
destes processos incluem discromias, aspereza, rugas finas e persistentes seguidas por
rugas mais profundas. Estruturalmente, isto ¢ explicado por atrofia dérmica e
epidérmica, diminui¢cdo do colageno, perda de gordura subcutinea, perda de elasticidade
inerente, ¢ a melanogénese irregular (GLOGAU, 1997).

Com o envelhecimento cronologico cutineo, ocorre modificagdo do material
genético por meio de enzimas, alteragdes protéicas e a proliferacdo celular decresce.
Oxidagdes quimicas e enzimaticas envolvendo a formagdo de radicais livres (RL)
aceleram esse fendmeno de envelhecimento. A forma¢do de RL conduz ao estresse
oxidativo, originando altera¢des em proteinas extracelulares ¢ a modificagdes celulares.
O maior dano causado pelo estresse oxidativo ¢ a peroxidacdo dos acidos graxos
constituintes da dupla camada lipidica encontrada na membrana celular que, em ultimo

caso, leva a morte celular (HIRATA, 2004, PERES, 2011).

Ativos antienvelhecimento presentes no mercado
A fim de prevenir o envelhecimento cutdneo, produtos topicos

antienvelhecimento tém sido bastante procurados por pessoas que buscam métodos nio
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invasivos para melhorar a aparéncia da pele. Entre eles estdo os retindides, o acido
glicdlico, o acido arcorbico, os polifenois do cha verde e os peptideos (THOMAS et al.,
2013).

O retinol (Vitamina A) e seus derivados, coletivamente chamados de retinoides
desempenham um papel importante na regulacdo de varias fungdes fisioldgicas,
incluindo o sistema imune, a formagfo Ossea, a morte celular programada, a
hematopoese e a visio (BOEHM, 1995).

Os retindides atuam por ligagdo a receptores nucleares especificos e,
comprovadamente, influenciam varios processos celulares, tais como o reparo do DNA,
a expressdo de genes, o estimulo ao crescimento e diferenciagdo de queratindcitos,
melandcitos e fibroblastos, assim como produgdo da matriz extracelular pelos
fibroblastos (GRIFFITHS et al., 1993, VARANI et al, 1998, STRATIGOS e
KATSAMBA, 2005).

Assim, o acido retindico € bastante utilizado para o tratamento dermatoldgico, pois
ha evidéncias de que este ameniza os danos causados pelo fotoenvelhecimento, dando a
pele uma aparéncia mais jovem (GRIFFITHS et al., 1993, VARANI et al., 1998,
STRATIGOS e KATSAMBA, 2005). Além disso, os retindides também melhoram o
aspecto de hiperpigmentacdo pds-inflamatoria, promovendo o clareamento
principalmente nas peles mais escuras. As formulagdes mais comumente usadas sdo a
base de tretinoina de 0,025% a 0,1%. Os efeitos colaterais mais apreciaveis sdo eritema
¢ descamagdo, tanto mais intensos quanto maior a concentracdo do retindide
(STEINER, 2007).

Uma revisao, incluindo 12 estudos duplo-cegos, controlados e randomizados (ECR)

comparando tretinoina creme com placebo mostrou que o derivado de acido retindico
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em concentracdes acima de 0,02% melhorou as rugas finas e grossas, aspereza, sardas,
e pigmentacdo (SAMUEL et al., 2005).

O acido glicolico € usado, nos produtos cosméticos, em concentracdes menores
que 10%. Em concentragdes acima de 20% e até¢ 70%, ¢ utilizado como agente para a

realizagdo de peelings superficiais (KRAELING e BRONAUGS, 1997).

Além disso, o acido glicdlico tem boa permeagido em diferentes camadas da pele
(KRAELING ¢ BRONAUGS, 1997) e age como um solvente para a matriz
intercorne6cita reduzindo a excessiva queratinizacdo. A utilizagdo deste ativo para a
realizagcdo de peelings leva ao afinamento do estrato corneo, 1util na renovagido da
epiderme e reduc@o visivel das linhas faciais (CHANG e CHANG, 2003).

E também um agente clareador hidrofilico, que aumenta a hidratagio (CHANG,
CHANG, 2003) e a eclasticidade da pele. Essa agfo se deve, provavelmente, a
estimulagdo direta na produg¢do de colageno, elastina e mucopolissacarideos nas
camadas profundas da pele (DITRE et al., 1996).

O 4cido ascorbico, necessario na sintese do colageno, atua como cofator nas
reagdes de hidroxilagdo de prolina e lisina, sendo que varios autores t€ém demonstrado
que os fibroblastos, quando em franco envelhecimento e submetidos a um tratamento in
vitro com o acido ascorbico, sdo capazes de aumentar a sintese de colageno (NUSGENS
et al., 2001, LUPO, 2001, SHAPIRO e SALIOU, 2001).

Estudo realizado em voluntarios com a vitamina C topica a 5%, comparada com
placebo, por seis meses, demonstrou melhora clinica, histologica e ultraestrutural, ¢ na
derme, aumento da expressio do RNAm para colagenos I e III, das enzimas
relacionadas a sintese de coldgeno e dos inibidores teciduais da metaloproteinase

(NUSGENS etal., 2001, HUMBERT et al., 2003).
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Além da fun¢fo antioxidante ¢ do seu papel na formagdo do colageno, outro
beneficio atribuido ao acido ascorbico € a redugdo da producdo de pigmentos melanicos,
via inibi¢cdo da enzima tirosinase. Esta enzima ¢ a principal reguladora das reagdes de
formag@o desses pigmentos (I0OZUMI et al., 1993).

O cha verde, obtido da planta Camellia sinensis, e os seus derivados, comumente
chamados de polifendis, reduzem a penetragdo da radiacdo UVB, evitando os seus
efeitos sobre as células. Além disso, tem propriedades antioxidante, antiinflamatéria e
anticarcinogénica demonstradas em estudos in vitro e em animais (VAYALIL et al.,
2004). Em um estudo na pele humana, Lupo (2001) demonstrou que uma solucéo
composta por fra¢cdes do cha verde, em concentracdes de 1% a 10%, preveniu o eritema
induzido pela radiacdo UV e, no exame microscépico da pele, reduziu o nimero de
células queimadas pelo sol e o dano as celulas de Langerhans.

Ja os peptideos usados como produtos topicos antienvelhecimento tem multiplas
aplica¢des. Gorouhi e Maibach (2009) os classificaram em quatro grupos diferentes,

baseados em seus mecanismos de agao:

1. Peptideos carreadores

2. Peptideos sinais

3. Peptideos enzimo — inibidores

4. Peptideos neurotransmissores — inibidores.

Os peptideos carreadores sdo cadeias curtas de  aminoacidos
com uma carga positiva, que atravessam a membrana da célula, permitindo assim, a
administragdo transmembranar de moléculas bioativas. A aplicagdo mais comum tem

sido a absor¢do de elementos, como o cobre pelas células, necessarios para a
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cicatrizacdo da pele e processos enzimaticos, facilitada por peptideos (GOROUHI e
MAIBACH, 2009).

Os peptideos sinais estimulam a producdo da matriz extracelular e a sintese de
colageno e elastina. O palmitoil — KTTKS, um peptideo sinal, bastante reportado na
literatura, ¢ um subfragmento do procoldgeno tipo I, que aumenta a producdo de
colagenos tipo I e III por estimular os fibroblastos, e também estimula a produ¢éo de

elastina e fibronectina (NASROLLAHI et al., 2012).

Outro tipo de peptideo € o enzimo — inibidor. O tyr - tyr - arg -ala - asp - asp -ala
inibe a proteinase procolageno C, cuja funcdo ¢ clivar uma porc¢do do procolageno tipo
I, reduzindo a destrui¢do do procolageno (NJIEHA et al., 1982).

Por fim, os peptideos neurotransmissores inibidores, que agem como o Botox®,
inibindo a liberacdo da acetilcolina na jungdo neuromuscular. Como consequéncia,

paralisam os musculos, suavizam a pele e previnem rugas (GLOGAU et al., 2012).

Peptideo KTTKS

O KTTKS, um pentapeptideo (Lys-Thr-Thr-Lys-Ser), é um subfragmento de
colageno tipo I, e tem sido conhecido por estimular a sintese de matriz extracelular em
fibroblastos subconfluentes (KATAYAMA et al., 1993).

O KTTKS (residuos 212-216 de colageno tipo I) é a sequéncia minima
necessaria para estimular a produgdo de colageno em 80% e de fibronectina numa
variedade de células mesenquimais (KATAYAMA et al., 1993). Devido a este efeito de
estimulacdo da sintese de colageno, o KTTKS tem atraido grande aten¢do como um
ativo cosmético para fornecer efeitos anti-rugas e anti-envelhecimento (TSAI et al.,

2007, ABU SAMAH e HEARD, 2011).
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Os peptideos sdo geralmente conhecidos por serem fracamente transportados
através das membranas bioldgicas. O transporte deficiente de peptideos muitas vezes
origina - se da falta de estabilidade devido a degradagdo enzimatica ou quimica, bem
como de sua hidrofilicidade (ALTENBACH et al., 2006). Na verdade, os peptideos sdo
rapidamente degradados pelo metabolismo enzimatico na camada dérmica da pele
(ALTENBACH, 2006, ABU SAMAH ¢ HEARD, 2011). Endopeptidases, tais como
varias desaminases e esterases, ¢ exopeptidases, como as aminopeptidases, encontram-
se no estrato corneo da epiderme e na derme.

O KTTKS possui massa molecular elevada e ¢ altamente hidrofilico, assim ¢
provavel que esta sequéncia ndo consiga permear através da pele. Além disso, o alvo do
KTTKS ¢ a derme, o que implica na superacio das barreiras adicionais, como estrato
corneo ¢ o restante da epiderme (NAMJOSHI et al., 2008, ABU SAMAH ¢ HEARD,
2011).

Uma estratégia para melhorar a liberacdo tépica é usar produtos quimicos
promotores de penetragdo co-administrados. Um estudo sugere o uso de acidos graxos
como potencializadores de penetracdo através de varios mecanismos possiveis:
desorganizar a estrutura de lipideos no estrato comeo para aumentar a “fluidez”;
aumentar o particionamento de pele/veiculo de um permeante; aumentar o transporte de
solvente para dentro ou através da pele (AUNGST et al., 1990). Outro estudo adicionou
um grupo lipofilico, o acido palmitico (acido graxo com 16 atomos de carbono) ao
peptideo KTTKS como uma tentativa de melhorar a sua liberagdo através da epiderme

(ROBINSON et al., 2005).
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Sistemas liquido cristalinos e liberacio prolongada de substincias
biologicamente ativas
Os cristais liquidos sdo sistemas que se posicionam entre solidos e liquidos, com
parcial ordem/desordem das espécies atomicas, devido as suas caracteristicas fisicas;
por isso, s3o chamados de mesofases (HYDE, 2001). Podem ser consideradas estruturas
ordenadas, caracterizadas por regides hidrofobicas e hidrofilicas alternadas. Conforme
se altera a concentragdo de seus componentes, diferentes formas liquido cristalinas sdo
formadas, como as lamelares, as hexagonais ¢ as cubicas (Figura 3). Materiais que
formam cristais liquidos pela adi¢do de solventes sdo chamados cristais liquidos

liotrépicos (HYDE, 2001).

Figura 3. Representagdo das principais fases liquido-cristalinas liotrdpicas

(SINGH, 2000).
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Os sistemas liquidos liotropicos existem em muitas partes do corpo humano,
como cérebro, musculo, retina e muitas outras. A sua estrutura especial desempenha um

importante papel nos movimentos vitais (ZHENG et al., 2011).

Ariane Migliato Martinelli



A fase lamelar ¢ formada por camadas paralelas e¢ planares de bicamadas de
tensoativo separadas por camadas de solvente, formando uma rede unidimensional. Na
fase hexagonal, os agregados sdo formados pelo arranjo de cilindros longos formando
estruturas bidimensionais. Nos sistemas de fase cubica, as moléculas estdo arranjadas
numa estrutura tridimensional, a qual consiste de duas redes congruentes de canais de
agua envolvidos por bicamadas lipidicas ou de tensoativo (URBAN, 2004, FORMARIZ
et al., 2005).

Os sistemas liquido cristalinos possuem microestruturas altamente organizadas e
alta viscosidade, por este motivo, varios autores relatam que estes apresentam baixas
velocidades de liberacdo de farmacos (MULLER et al., 1994).

Para entender a formagdo destas estruturas, deve-se levar em consideragdo a
composicdo do sistema, presenca de sais, 6leos e co-tensoativos, temperatura e estrutura
do tensoativo. Para formagdo de lamelas, os tensoativos normalmente tém a forma
cilindrica, e para formagdo da fase hexagonal e micelar, ele ocupa a area de um cone
(SINGH, 2000).

Uma propriedade de grande importancia dos cristais liquidos € promover o
aumento da reteng¢do de agua no estrato corneo, gerando um aumento na hidratagdo
cutdnea. Os cristais liquidos podem fisiologicamente integrar-se a barreira lipidica da
pele, ajudando a reforcar a sua integridade, evitando a perda de agua e reduzindo os
danos de fatores ambientais (IWAI, 1998).

O comportamento liquido cristalino pode ser estudado pela microscopia de luz
polarizada. Este método ¢ o mais adequado para a identificagdo primaria de
mesomorfismo e as texturas observadas podem ser comparadas a texturas tabuladas. A
fase cubica ¢ identificada como um campo preto, a fase hexagonal como estrias e a fase

lamelar como cruzes de malta (VICENTINI et al., 2008).
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A metodologia que melhor caracteriza os cristais liquidos ¢ o SAXS. A posi¢do
relativa dos picos de SAXS no vetor de espalhamento (q) ¢ usada para determinar a

estrutura da fase cristalina (WANG e ZHOU, 2009).
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Objetivos 34

Este trabalho teve como objetivo sintetizar um analogo do peptideo KTTKS,
denominado de Ac-WAhx-KTTKS, ¢ incorpora-lo, em diferentes concentragdes, em
sistemas liquido cristalinos lamelares de diferentes diagramas de fases, afim de
comparar se a concentragcdo de agua e de Ac-Wahx-KTTKS, bem como a mudanca de
tensoativo nas formulagdes influenciam na liberacdo e permeacéo do peptideo na pele.

Para alcangar tais objetivos, as seguintes acdes foram tomadas:

e Produgido do Ac-WAhx-KTTKS;

e Avaliagdo da biossintese de colageno in vitro em HDFa;

e Preparo dos sistemas liquido cristalinos lamelares por meio do diagrama de fases
ternario;

e (aracterizagdo fisico-quimica dos sistemas de interesse (determinagdo do pH,
microscopia de luz polarizada, espalhamento de raios-X a baixo angulo e
reologia),

e Determina¢do do perfil de liberacdo, permeagdo e reten¢do cutinea in vitro do

Ac-WAhx-KTTKS, contido nos sistemas liquido cristalinos lamelares.



Justificativa

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas do peptideo
KTTKS para permitir sua penetracio na pele, foram realizadas modificagdes na
sequéncia peptidica KTTKS. Essas modificagdes consistem na adicdo de uma molécula
de acido aminocaproico, que é um derivado e analogo do aminoacido lisina (Figura 4), a
sequéncia peptidica para conferir um grau de lipofilicidade ao peptideo e favorecer a
permeabilidade do mesmo através da pele. Além disso, foi adicionado a este peptideo
um residuo de tripfano, que é um aminoacido aromatico e¢ apolar essencial para a
nutrigdo humana, representado pela letra “W” na sequéncia peptidica e com sua
extremidade amina acetilada (Figura 5). Este aminoacido foi acoplado para
proporcionar fluorescéncia ao peptideo e assim, quantifica-lo por meio de um método
mais eficiente e sensivel, a deteccdo por fluorescéncia. A reacdo de acetilagdo foi
realizada para diminuir a polaridade do peptideo (a carga positiva N-terminal ¢

neutralizada), afim de ajudar na penetragdo do Ac-Wahx-KTTKS na pele.

Figura 4. Estrutura molecular do acido aminocapréico (Wikipedia, 2013)
H 2 N \/\/\/U\
OH

Figura 5. Estrutura molecular do Triptofano (Wikipedia, 2014)
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A Figura 6 mostra a estrutura molecular do peptideo analogo Ac-WAhx-

KTTKS.

Figura 6. Estrutura molecular do peptideo analogo Ac-WAhx-KTTKS (Pedido de

patente BR10201400733).

Triptofano acetilado
P o Acido aminocaproéico

NH o KTTKS

HO

CHs
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NHg*
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Os peptideos sdo macromoléculas suscetiveis a degradagéo por enzimas. Desta
forma, sua meia vida torna-se curta. Por isso, a utilizagdo de sistemas liquido cristalinos
para a liberag¢do prolongada do peptideo Ac —-Wahx-KTTKS torna-se importante, pois
melhora a solubilidade, a estabilidade do ativo, protegendo-o da degradagdo de enzimas
na pele, aumentando a sua disponibilidade e a meia vida e, prolongando sua agfo

(Pedido de patente BR10201400733).
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Além disto, os sistemas liquidos cristalinos véem recebendo consideravel
atencdo devido ao seu excelente potencial como sistemas de liberacdo de diversos
farmacos e biomoléculas. Além de aumentarem a solubilidade dos farmacos, funcionam
como sistema reservatdrio o qual proporciona melhor atividade terapéutica e por tempo

prolongado (Pedido de patente BR10201400733).
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Material e Métodos



Material e reagentes

Acido Citrico - Synth ®

Acido Oléico - Croda®

Colageno humano tipo I — Sigma Aldrich®

Direct Red 80 — Sigma Aldrich®

Etanol - Qhemis®

Fibroblasto humano de derme linhagem adulta— Invitrogen®

Gentamicina — Gibco®

Hidréxido de S6dio — Qhemis®

Meio de cultura DMEM (Dulbecco s Modified Eagle’s Medium) — Gibco®™
Membranas de celulose para tubos de dialise de 76 mm — Sigma Aldrich®
Oleth 10 - Croda®

Orelhas de Porco — Frigorifico Olhos D"agua

PPG -5-Ceteth — 20 — Croda”

Soro fetal bovino (SFB) — Gibco®™

Tampao fosfato pH 7,4 (solucdo receptora)

Tripsina 0,25% EDTA — Gibco®™

Equipamentos

Balanga Analitica — Merse®™

Centrifuga — Fanem"
Estufa — Nova Etica®
Incubadora de CO, TE-399 Tecnal®

LAmina e laminula — Knittel Glaser®
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Microette — Hanson Research®

Microscépio de luz polarizada Olympus BX41 com Camara acoplada QColor3
Olympus America INC ®

Pistilo e almofariz

Redmetro - Carri Med AR2000 EX®

Métodos

1 Obtencao dos sistemas liquidos cristalinos

Os sistemas liquido cristalinos foram preparados baseados nos diagramas de
fases ja desenvolvidos pelo grupo de pesquisa (RISSI et al., 2014) As formulagGes
contém PPG-5-Ceteth-20; Oleth 10; agua e porcentagem fixa de acido oléico. Os

diagramas utilizados estdo representados pelas Figuras 7 e 8.
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Figura 7. Diagrama de fases (PPG - 5 - Ceteth — 20/ Acido Oleico/ Agua). (STVB)
Sistema Transparente de Viscosidade Baixa; (STVI) Sistema Transparente de
Viscosidade Intermediaria; (STVA) Sistema Transparente de Viscosidade Alta; (SEVI)
Sistema Emulsionado de Viscosidade Intermediaria e (SF) Separagéo de Fases (RISSI et

al., 2014).

PPG-5-CETETH -20

AGUA D 0 I W0 4 S0 60 FD &0 8D 100 OLEIC ACID
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Figura 8. Diagrama de fases (Oleth 10/Acido Oleico/Agua). (STVB) Sistema
Transparente de Viscosidade Baixa; (STVI) Sistema Transparente de Viscosidade
Intermediaria; (STVA) Sistema Transparente de Viscosidade Alta; (SEVI) Sistema

Emulsionado de Viscosidade Intermediaria e (SF) Separacdo de Fases (RISSI et al.,

2014).

CLETH 10

Acya 0 1a a ia 40 ad il i &0 a1 100 QLEIC ACID

As Tabelas 1 e 2 apresentam as formulacdes escolhidas através dos diagramas e as

respectivas porcentagens de cada componente.
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Tabela 1. Formulagdes contendo PPG -5-Ceteth — 20 como tensoativo e as respectivas

porcentagens de cada componente (RISSI et al., 2014).
F1 F2
%PPG -5-Ceteth —20 70 60
% Acido Oleico 10 10
% Agua 20 30

Tabela 2. Formulagdes contendo Oleth 10 como tensoativo e as respectivas

porcentagens de cada componente (RISSI et al., 2014).
F3 F4
%Oleth 10 70 60
% Acido Oleico 10 10
% Agua 20 30

Em todas as formulagdes F1, F2, F3 e F4, foram incorporadas duas

concentragdes diferentes do peptideo Ac- Wahx- KTTKS, nomeadas de acordo com a

Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo do peptideo presentes nas formulagoes (Fonte: AUTORA).

Concentragdo de Ac-Wahx-KTTKS

A 300 uM/L

B 400 uM/L
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Essas concentragdes de peptideo incorporadas nos sistemas foram escolhidas de
acordo com o ensaio de citotoxicidade e da biossintese de colageno realizadas em um
estudo anterior (Pedido de patente BR10201400733).

As formulagdes foram preparadas a frio, misturando-se primeiramente o

tensoativo com a fase oleosa e, por ultimo, a fase aquosa.

2 Sintese do peptideo

O peptideo foi obtido manualmente pelo método da SPFS (Sintese Peptidica em
Fase Solida) (FIELDS e NOBLE, 1990). A sintese de peptideos em fase solida consiste
em utilizar uma matriz polimérica inerte e insolivel (resina) para o crescimento da
cadeia peptidica. Esta sintese foi realizada adicionando-se um aminoacido de cada vez
por meio de um processo ciclico.

O peptideo Ac-WAhx-KTTKS, foi sintetizado utilizando a estratégia Fmoc
para a prote¢do do grupo o-amino, € a resina Fmoc-Ser(tBu)-Wang, com um grau de
substituicdo de 0,64 mmol/g. A escala de sintese foi de 0,2 mmol (quantidade de grupos
funcionais iniciais) (Pedido de patente BR10201400733).

O protocolo de sintese consistiu de passos ciclicos de desprote¢do e
acoplamento, intercalados por lavagens para climinagdo dos reagentes utilizados e
subprodutos obtidos. Na etapa de acoplamento foram utilizados os ativadores N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC)/ N-hidroxibenzotriazol (HOBt) para ativagdo do grupo
carboxila do Fmoc-aminoacido acoplante durante duas horas de agitagdo utilizando
como solvente 50% de dimetilformamida (DMF) em diclorometano (DCM).

Os Fmoc-aminoacidos e os ativadores foram utilizados com um excesso de
duas vezes em relacdo a quantidade de sitios ativos livres iniciais na resina. Este valor

foi calculado utilizando-se a escala de sintese de 0,2 mmol.
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A desprote¢do do grupo amino apds acoplamento foi realizada por meio da
reacdo com uma solugdo de piperidina 20% em DMF durante 1 ¢ 20 minutos. Entre
cada passo de reacdo foram efetuadas lavagens com os solventes organicos, DCM e
DMF para solvatagdo da resina e eliminag@o do excesso de reagentes.

Depois de cada acoplamento e desprotecdo foi realizado o teste de ninidrina,
reagente que reage com os grupos aminos livres originando um composto de cor
azulada em altas temperaturas. Por outro lado, na etapa de desprotegfo, retirada do
grupo Fmoc, o resultado positivo era obtido, indicando a presenga de grupos amino
livres. Ao contrario, na etapa de acoplamento do aminoacido, uma solu¢do de cor
amarela (resultado negativo), era a encontrada, mostrando que todos os grupos amino
tinham reagido. Ao final da sintese o triptofano foi acetilado com anidrido acético por
30 minutos, sob agitacao.

A Figura 9 mostra esquematicamente o protocolo de sintese utilizado na

obtengdo do peptideo.
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Figura 9. Protocolo geral de sintese (Fonte: Pedido de patente BR10201400733).

INiclo €
LAVAGEM com 2 x DMF

1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. DESPROTEGAO/
1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. HEUTRALIZ ACAD

LAVAGEM com 2 x DiAF

PROMIMO CICLO
LAVAGEM com 2 x DI
LAYAGEM com 2 x DCM A
2 Eq. de Fmoc-AA + reagentes acoplantes
em DCMDMF (1:1, viv) - duracdode 1 a 2 horas. : ACOPLAMENTO

LAVAGEM com 2 x DiAF
LAVAGEM com 2 x DCM

(e POSITIVO

A\J
TESTE DE HINIDRINA

3 HEGATIVO

Apds o término da sintese, o peptideo foi submetido a uma etapa de clivagem, a
fim de retirar o peptideo da resina e os grupos protetores das cadeias laterais dos
aminoacidos trifuncionais. Esta etapa foi realizada com uma mistura de acido
trifluoroacético (TFA) (85%)/ tioanisol (5%)/ fenol (5%)/ agua (5%)/ EDT (etanoditiol)
(2,5%) e TIS (tri-isopropilsilano) (1%) na propor¢do de 1 g de resina para cada 10mL de
solugdo, em frasco de acetilagdo, a temperatura ambiente sob agitagdo constante por 2
horas. Ao fim, o peptideo foi precipitado com éter etilico gelado e centrifugado, para
separa-lo dos subprodutos da clivagem. Para completa eliminagdo dos subprodutos esta
etapa foi repetida trés vezes. Posteriormente, o peptideo foi extraido da resina com uma
solugdo aquosa contendo 0,045% de TFA. O sobrenadante contendo o peptideo foi

liofilizado e identificado como peptideo bruto. Uma aliquota do peptideo bruto foi
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analisada por CLAE analitico em um cromatografo Shimadzu, com coluna Cig

KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm, para obten¢do do perfil cromatografico do mesmo.

2.1 Purificacio do peptideo
A purificacdo do peptideo bruto foi realizada por CLAE semipreparativa
utilizando um cromatografo Beckman, com coluna C;s PHENOMENEX de dimensdo
2,1 x 25 cm. Durante a purificagdo foram recolhidos tubos de 3 mL ¢ o grau de pureza
foi determinado por CLAE analitico. Os tubos puros foram juntados e liofilizados
obtendo-se as fragdes puras. As condi¢des cromatograficas utilizadas estdo descritas na

Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢des cromatograficas empregadas na purificacio do peptideo

sintetizado (Fonte: AUTORA).

Modo Semi-preparativo Analitico
A: 0,045% TFA em H,O A: 0,045% TFA em H,O
Solventes
B: 0,036% TFA em ACN B: 0,036% TFA em ACN
Gradiente 5-35% de solvente B em 90 min  5-95% de solvente B em 30 min
Fluxo 5 mL/min 1 mL/min
Comprimento
220 nm 220 nm
de onda

a. Caracterizacio por Espectrometria de Massas

O espectro de massas do peptideo puro foi obtido em um espectrometro de

massas LCQ FLEET Thermo Scientific, com inje¢do direta, em modo de detecgéo
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positiva.
A técnica baseia-se em uma cadmara injetora que ioniza positivamente a amostra
por um método chamado eletrospray, um quadrupolo simples e um detector, todos

dentro de um sistema a vacuo.

O espectro de massas obtido mostra a razdo MM/z, ¢ permite calcular as massas

moleculares obtidas experimentalmente por meio da equagéo 1:

MMpepe = (MM + 2 . MMy') /2 Equacdo 1

Onde: MM,,.,; ¢ a massa molecular do peptideo analisado
MM, é a massa molecular quando o peptideo esta com carga z
z ¢ a quantidade de cargas que contém o peptideo
MM+ é a massa molecular do hidrogénio protonado, de valor 1,008

g/mol.

3 Biossintese de Colageno

O ensaio de biossintese de colageno in vitro do peptideo em fibroblastos foi
realizado através do método Picrosirius-polarizagdo, que tem como principio as
moléculas de colageno, ricas em aminoacidos basicos, reagirem com o corante anidénico
Picrosirius red. Sendo assim, através da quantificacdo do precipitado vermelho pela
espectroscopia de absor¢do UV-Visivel (leitor de ELISA) ¢ possivel quantificar a
concentragdo de colageno formado (BORGES et al., 2007, COLEMAN, 2011, FAUCZ,

2011).
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Primeiramente foi preparada uma curva analitica com varias concentragdes de
colageno padrdo tipo I humano para comparacdo com o colageno produzido pelos
fibroblastos no ensaio. Adicionou-se 200 pL da solu¢do de corante vermelho Sirius e
100 pL de solugdo de colageno tipo I em cada pogo. Agitou-se a placa em temperatura
ambiente por 30 minutos. Em seguida, aspirou-se a solugdo a vacuo, e o precipitado foi
lavado 3 vezes com 200 pL de acido acético 0,05M. Ressuspendeu-se o precipitado com
200 pL de NaOH por 30 minutos sob agitacdo. Fez-se a leitura da absorbancia da placa
no comprimento de onda de 535 nm.

O ensaio foi realizado em linhagem celular primaria de fibroblastos de derme
humano, que possuem a capacidade de sintetizar fibras colagenas. As células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e antibidtico (gentamicina). As culturas
foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. As células com confluéncia de
90% foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, neutralizada a
tripsina com DMEM com soro e, entdo, semeadas em placas de 96 pogos. As placas
foram incubadas por 24 horas para a completa adeséo das células as placas. Em seguida,
as células foram tratadas com 100 puL de controle negativo (DMEM sem soro) e
diferentes concentrag¢des do peptideo (diluidos em DMEM sem soro), durante 24 horas.

Apoés o tratamento, o material foi fixado com 200 pL de solugdo de Bouin
durante 1 hora em temperatura ambiente. Apos a fixagdo as células foram lavadas duas
vezes com agua destilada e secas em temperatura ambiente por 2 horas, em seguida foi
adicionado em cada pogo 200 uL do corante vermelho Sirius (0,1% em solu¢do aquosa
de acido pricrico saturada). A microplaca contendo as células foi submetida a agitacdo
lenta por 1 hora, em temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz, até a observagdo da

presencga do precipitado vermelho das fibras colagenas. Em seguida, o sobrenadante foi
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removido por aspiragdo a vacuo e os pogos foram lavados com 200 uL de acido
cloridrico 0,01 M para remogdo do excesso de corante e, posteriormente, foi adicionado
150 pL de hidréxido de sodio 0,01 M em cada pogo, deixado por 1 hora sob agitagéo,
para solubilizacdo das fibras colagenas e assim, feita a leitura espectrofotométrica da
absorbancia no leitor de placas (iMark Microplate Absorbance Reader, modelo 168-
1135, Bio-Rad, USA), em comprimento de onda de 540 nm. Os ensaios foram
realizados em trés experimentos independentes e as concentragdes foram testadas em
triplicatas.

A porcentagem de colageno produzido foi calculada usando a equagdo da reta da

curva analitica do colageno padrio tipo I humano.

4 Caracterizacio fisico-quimica dos sistemas liquidos cristalinos

As formulagdes selecionadas foram caracterizadas por determinagdo
potenciométrica (pH), microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de raio-X a

baixo angulo (SAXS) e reologia. Foram analisadas formula¢des com e sem o peptideo.

4.1 Determinacio potenciométrica (pH)

As medidas potenciométricas (pH) foram determinadas nas formulagdes
contendo ¢ ndo contendo o peptideo. As formulagdes foram diluidas em agua ultra-
purificada em concentracdo de 10% e, em seguida, foram realizadas as medidas, em

triplicata e temperatura de 25 °C + 0,5 °C.
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4.2 Microscopia de luz polarizada (MLP)

As formulagdes foram analisadas pelo microscopio de luz polarizada (Leica
Leitz DM RXE) com capturador de imagens (Moticam 2000), colocando-se uma
pequena aliquota da amostra em uma ldmina, cobrindo-a com a laminula. Foram

utilizados lentes de aumento de 5, 10 e 20 vezes, dependendo da amostra.

4.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As estruturas liquido cristalinas foram avaliadas por medidas de espalhamento
de raios-X a baixo angulo (small angle X-ray scattering — SAXS). A coleta de dados foi
realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS — Campinas), na linha de
luz Sincroton para SAXS, equipada com um monocromador (4 = 1.608*°) Si (1 1 1)
assimetricamente cortado e dobrado, que produz um feixe de luz focado
horizontalmente. Um detector de raios-X em posi¢do vertical ¢ um analisador
multicanal foram utilizados para capturar a intensidade das medidas de SAXS, /(g), em
fun¢do do mddulo do vetor de espalhamento ¢, g = (47/4) sin(e/2), sendo ¢ o angulo de
espalhamento. A dispersdo dos raios produzida por fendas foi subtraida da intensidade
de espalhamento total. Ambas as intensidades foram descritas em unidades relativas,
mas, para uma comparag¢do quantitativa, elas foram normalizadas para as mesmas

condig¢des experimentais.

4.4 Reologia

As formulagdes contendo e ndo contendo o peptideo foram caracterizadas

reologicamente através do ensaio de fluxo. Os ensaios foram realizados no redmetro
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(Carri Med® AR2000 EX), utilizando o sensor do tipo placa (SST ST 40mm), com taxa
de cisalhamento de 0 a 100 s™ (40 pontos) por um periodo de 120 segundos para curva
ascendente e 120 segundos para curva descendente, na temperatura de 25 °C +0,2 °C,
em triplicata e os dados foram analisados pelo software Rheology Advantage Data

Analysis.

5 Liberacao do peptideo, permeacio e retencao cutanea in vitro

Apos a biossintese de colageno in vitro, fez-se a incorpora¢do do peptideo nas
formulagdes para realizar os ensaios de liberagdo, permeagdo e retengdo cutanea, de
modo a avaliar o perfil de liberagdo da formulacdo, se ha permeacdo para a corrente

sanguinea e qual a concentragdo que ficaria retida na pele.

5.1 Avaliacdo da cinética de liberacio in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS

contido nas formulacdes

As formulac¢des F1, F2, F3 e F4, contendo 300 umol/L e 400 pmol/L do
peptideo, foram escolhidas para a avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do peptideo.
As formulacdes foram avaliadas visando comparar o perfil de liberagdo do Ac-Wahx-
KTTKS nas formulagdes contendo concentracdes diferentes do peptideo, de agua e
tensoativos.

A avaliagdo da liberag¢do do peptideo foi efetuada de acordo com a metodologia
descrita por (DEVELOPMENT, 2004, OECD, 2004, MARQUELE et al., 2006,

BRASIL, 2003).
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Os ensaios de liberagdo foram realizados utilizando célula de Franz modificada
(Figura 10), do equipamento de permeag¢do Microette (Hanson Research), em seis

réplicas para cada formulagio.

Figura 10. Célula de Franz modificada (CHIARI, 2011)

1 brada
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O ensaio foi realizado sob condi¢des “sink”, utilizando-se um volume de
solugdo receptora suficiente para que a concentragdo do peptideo ndo ultrapassasse mais
que 10 — 15% de sua solubilidade maxima e garantir assim que a velocidade de
dissolu¢do ndo seja diminuida por causa da aproximacdo com a concentragdo de
saturagdo (DEVELOPMENT, 2004, OECD, 2004, MARQUELE et al., 2006, BRASIL,
2003).

O compartimento receptor da célula de Franz modificada foi completado com
7,0 ml de tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4). A formulagdo foi colocada no anel dosador,
sobre a membrana sintética de acetato de celulose 0,45 um, com a massa média de 300
mg em uma 4rea de exposicdo de 1,77 ecm” A solugdo receptora foi continuamente
agitada a 300 rpm com a utilizag@o da agitagdo magnética presente nas células de Franz,
e mantida a 32 + 5°C por meio de um banho-maria circulante nas células encamisadas.

Amostras de 2 mL foram coletadas automaticamente nos tempos 1, 2, 4, 8 ¢ 12 horas
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para avaliar a liberagdo. Descartou-se um volume de 0,8 mL antes de cada coleta e o
volume coletado foi reposto imediatamente com solu¢do receptora. As amostras
coletadas foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas
seguintes condigdes: programa Gradiente, 10 a 25% em 15 minutos; fase moével:
solvente A (0,045% de acido trifluorocético em agua) e solvente B (0,036% de acido
trifluorocético em acetonitrila); fluxo 1 mL/minuto; volume de injecdo 50 pL; coluna
C18 (Kromasil, 25 x 0,46 cm, 5 pum); temperatura do forno 35 °C; detector de

fluorescéncia; comprimento de onda 280 nm.

Os calculos que determinam a quantidade real liberada (Q real) seguem a

Equagdo 2:

Qreal,t=Ct. Vr+X Vc. Cc (UEDA et al., 2009) Equagdo 2

Onde: Q real, t = quantidade real permeada referente ao tempo t;
Ct = concentragdo obtida referente ao tempo t;
Vr = volume da solugéo receptora (7 mL);
Cc = concentragdo da amostragem anterior;

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza).

Para compreender a cinética de liberacdo do peptideo, trés modelos matematicos
foram aplicados aos resultados obtidos: zero ordem, (Qreal em pg/cm® em funcdo do
tempo), primeira ordem (logaritmo da porcentagem de peptideo em fungéo do tempo) e
Higuchi (Qreal em ug/cm2 em fungdo da raiz quadrada do tempo).

O modelo matematico de zero ordem pode ser usado para descrever a liberagio

modificada de farmacos de varias formas farmacéuticas, como sistemas transdérmicos,
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formas revestidas, sistemas osmoticos, entre outros. As formas farmacéuticas que
seguem essa cinética liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo, o
que ¢ ideal para atingir agdo farmacologica prolongada (COSTA e LOBO, 2000). A
cinética de zero ordem indica que a taxa de liberagéo ¢ independente do tempo, ou seja,
neste caso pode ser atribuida ao comportamento dindmico de inchagco da fase lamelar

que prolonga a liberacéo do farmaco (FARKAS et al., 2000).

5.2 Avaliacdo da permeacio cutinea in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS

contido nas formulacdes

Este ensaio foi desenvolvido da mesma maneira como descrito no ensaio de
avaliacdo da cinética de liberagdo in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS contido nas
formulagdes, entretanto, foi utilizado membrana bioldgica. As amostras foram
coletadas nos tempos 1, 2, 4, 8 ¢ 12 horas. A membrana bioldgica escolhida foi pele
dissecada da orelha de porco, sem o tecido subcutaneo presente abaixo da derme. Antes
de iniciar o experimento as peles foram dermatomizadas para a obtengdo de uma
espessura da pele que equivale a epiderme e derme (500 pum) utilizando um
dermatometro (Nouvag TCM300). Para cada formulagdo foram utilizadas 6 células de

difusdo no estudo.
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5.3 Avaliacio da retencio no estrato cérneo e na epiderme/derme do peptideo

Ac-WAhx-KTTKS contido nas formulacoes

As peles utilizadas no estudo de permeacgdo cutanea foram retiradas das células
de difusdo de Franz apds o término do experimento. O excesso da formulagido foi
removido com o auxilio de papel absorvente, sendo mantidas em vidro de relogio.

A membrana foi primeiramente submetida a remog¢do do estrato comeo pela
técnica de fape stripping. Dessa forma, 16 pedagos de fita adesiva (3M) foram colados e
removidos da area de difusdo da pele, sendo o primeiro pedaco de fita adesiva
descartado. As fitas adesivas foram mergulhadas em 4 mL de acetonitrila/agua (1:1)
para a extracdo do ativo. Esta suspensdo foi submetida a sonicagdo por 15 minutos e
agitagdo em vortex por 1 minuto. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 pum
e quantificado por CLAE.

Apos a retirada do estrato corneo, as peles foram recortadas adequadamente em
concordancia com a area de exposi¢do (1,77 cm?) e em contato com a formulacdo.
Assim, foi verificada a retengdo da epiderme/derme, picotando-se o restante da
membrana com uma tesoura. Os fragmentos obtidos foram mergulhados em 4 mL de
acetonitrila/agua (1:1). A suspensdo resultante foi levada ao homogeneizador tipo
Turrax® por 1 minuto, em seguida a sonicagdo em ultrassom para o rompimento das
células por 15 minutos e a centrifuga por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e

filtrado em membrana de 0,45 pm e quantificado por CLAE.

Ariane Migliato Martinelli



Resultados e Discussdo



1 Sintese do peptideo

A Figura 11 apresenta o perfil cromatografico do peptideo bruto, contendo

impurezas referentes ao processo de sintese.

Figura 11. Perfil cromatografico do peptideo bruto (Fonte: AUTORA).
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No perfil cromatografico do peptideo bruto, pode-se observar um pico maior e
bem definido e varios picos pequenos. O pico maior representa o peptideo de interesse e
0s picos pequenos representam as impurezas referentes ao processo de sintese.

A purificagdo do peptideo foi realizada por CLAE semipreparativa. Durante a
purificacdo foram recolhidos tubos contendo o peptideo e o grau de pureza foi
determinado por CLAE analitico. Os tubos puros foram juntados e liofilizados obtendo-
se as fracdes puras.

O perfil cromatografico do peptideo puro (fracdo com maior grau de pureza)

pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Perfil cromatografico do peptideo puro (Fonte: AUTORA).
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No perfil cromatografico do peptideo puro, pode-se observar a presenga de um
unico pico bem definido. O Ac-Wahx-KTTKS foi obtido com um grau de pureza maior

que 99,9%.

O peptideo foi analisado também por espectrometria de massas. O espectro

obtido esta apresentado na Figura 13

Figura 13. Espectro de massas do peptideo puro (Fonte: AUTORA).
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Para o calculo das massas moleculares obtidas experimentalmente foi utilizada a
equacdo 1, descrita nos métodos em Caracterizacdo por Espectrometria de Massas.

Onde:

MM pepr = (905 +1.1)/1=906 g/mol (pico 1)

MM pepi = (905 +2 . 1)/ 2 =454 g/mol (pico 2)

A massa molecular do peptideo observada no espectro ¢ 906 para z = 1 (905 -
massa molecular calculada + 1 préton H') e 454 para z = 2 (905 - massa molecular
calculada + 2 prétons H'). O valor tedrico e o obtido no espectro de massas, a pureza do

material e o tempo de retencgdo estio apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultado da sintese (Fonte: AUTORA).

Pureza Tempo de retengdo Massa Molecular (MM) — (g/mol)
Peptideo

(%)a (n’lll’l) MMObservada MMCalculada

Ac-WAhx-KTTKS >99,97 7,523 906 905

* Pureza do material determinado por HPLC.

2 Caracterizacio fisico-quimica dos sistemas liquido cristalinos

2.1 Determinacio potenciométrica

A pele apresenta pH levemente acido (5,5 — 6,5), que contribui para que ocorra
protegdo bactericida e fungicida em sua superficie. Além disso, as secre¢des cutaneas

apresentam capacidade tamponante, importante, pois o pH da pele pode ser alterado em
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consequéncia da utilizagdo de produtos topicos inadequados, expondo a pele a uma série
de agente agressores. A Tabela 6 apresenta os valores do pH das formula¢des contendo

e ndo contendo o peptideo:

Tabela 6. pH das Formula¢des (Fonte: AUTORA).

Média DPpP** Cvy#**

pH*
F1 6,52 0,029 0,802
F1A 557 0,057 0,531
FIB 5,55 0,045 0,842
F2 553 0,044 0,796
F2A 551 0,028 0,582
F2B 5,59 0,046 0,675
F3 6,56 0,052 0,748
F3A 6,05 0,043 0,418
F3B 6,08 0,048 0,723
F4 6,52 0,056 0,747
F4A 6,04 0,034 0,930
F4B 6,06 0,029 0,474

*Média de trés amostras
**Desvio padrio.
***Coeficiente de variagdo
Observou-se que as formulagdes apresentaram pH dentro do pH encontrado na

pele, numa faixa de 5,5 a 6,5, ¢ quando o peptideo foi incorporado ndo houve variagio

do pH das formulagdes.
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2.2 Microscopia de luz polarizada (MLP)

A MLP ¢ um método importante na determinacdo estrutural de sistemas liquido
cristalinos, mas ndo é considerada uma técnica conclusiva. Por isso, foi utilizada a
técnica de espalhamento de raios — X a baixo angulo (SAXS) para complementar esse
estudo de caracterizagio.

A Figura 14 apresenta as fotomicrografias das formulacdes contendo e néo
contendo o peptideo. Todas elas apresentaram dareas anisotrdpicas, evidenciando a

presenga de estruturas semelhantes a “cruzes de malta”, caracteristicas da fase lamelar.
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Figura 14. Fotomicrografias das formula¢des contendo e ndo contendo o peptideo

(Fonte: AUTORA).

F1: “Cruzes de Malta F1 A: “Cruzes de Malta” F1 B: “Cruzes de Malta”

Anisotropia Anisotropia Anisotropia
F2: “Cruzes de Malta” F2 A: “Cruzes de Malta” F2 B: “Cruzes de Malta”
Anisotropia Anisotropia Anisotropia

F3: “Cruzes de Malta” F3 A: “Cruzes de Malta” F3 B: “Cruzes de Malta”

Anisotropia Anisotropia Anisotropia

F4: “Cruzes de Malta” F4 A: “Cruzes de Malta” F4 B: “Cruzes de Malta”

Anisotropia Anisotropia Anisotropia
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Sob um plano de luz polarizada, um material pode ser considerado anisotropico
ou isotropico. A amostra ¢ anisotropica quando ¢ capaz de desviar o plano de luz
incidente, como ¢ o caso das fases hexagonal e lamelar, ou isotropica, quando ndo
desvia a luz, como € o caso da fase cubica (MULLER-GOYMANN, 2004).

A fase lamelar, ao se formar, assume um estado intumescido pelo fato da agua
ser adsorvida entre as camadas de tensoativo, formando o dominio hidrofilico do
sistema liquido cristalino. A 4gua situada entre as lamelas possui caracteristicas de agua
ligada, devido as fortes intera¢des entre suas moléculas e os grupos polares dos
tensoativos, isto ndo permite a perda por evaporagdo, necessitando de maior energia que
a disponivel a temperatura da superficie cutdnea para evaporar (ANDRADE et al., 2007,

CHORILLI et al., 2009).

2.3 Espalhamento de Raios — X a Baixo Angulo (SAXS)

As curvas de SAXS para sistemas liquido cristalinos exibem picos, € a posi¢éo
relativa dos picos no vetor de espalhamento (q) € o que determina o tipo de arranjo que
os atomos formam na matriz. (WANG e ZHOU, 2009, CHORILLI et al., 2011). Para
calcular a correlacdo da distancia entre os objetos espalhadores usa-se a seguinte
equagdo:

d= 2m/qmax
Onde: d é a distancia de correlacdo entre os objetos espalhadores e

gmax ¢ o vetor de espalhamento de maior intensidade

A distancia d calculada para cada pico deve seguir a relagdo 1:2:3:4:5 para a fase

lamelar (NEGRINI e MEZZENGA, 2011).
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A Figura 15 apresenta as curvas de SAXS para as amostras F1 (a) e F2 (b)

contendo e ndo contendo o peptideo.
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Figura 15. Curvas de SAXS das formulagdes F1 (a) e F2 (b) contendo e ndo contendo o

peptideo (Fonte: AUTORA).
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A Figura 16 apresenta as curvas de SAXS para as amostras F3 (a) e F4 (b)

contendo e ndo contendo o peptideo.

Figura 16. Curvas de SAXS das formulagdes F3 (a) e F4 (b) contendo e néo contendo o

peptideo (Fonte: AUTORA).
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Nota-se a presenga de picos estreitos ¢ definidos para todas as formulagdes com
e sem o peptideo, indicando um elevado nivel de organiza¢do estrutural destes sistemas.

Nas formulagdes F1, F1A e FIB (Figura 15 (a)) observou-se a presencga de dois
picos, cuja distancia de correlagdo (d) é 1:2, caracteristico da fase lamelar.

Nas formulagdes F2, F2A e F2B (Figura 15 (b)) observou-se a presenca de trés
picos cuja distancia de correlagdo (d) € 1:2:3, caracteristico da fase lamelar.

Nas formulagdes F3, F3A e F3B (Figura 16 (a)) assim como nas formulacdes F4,
F4 A ¢ F4 B (Figura 16 (b)), observou-se a presenca de dois picos, cuja distdncia de
correlagdo (d) é 1:2, caracteristico da fase lamelar.

As distdncias de correlagdo calculadas através do SAXS confirmaram a
estruturacdo observada nas fotomicrografias da MLP ¢ para as formulagdes com o
peptideo incorporado observa-se que todas apresentaram praticamente sobreposi¢do das
curvas, assim sugerindo que a incorporacdo do peptideo ndo alterou a estrutura do

sistema.

2.4 Reologia

A caracterizagdo reoldgica dos sistemas teve como objetivo avaliar as
caracteristicas estruturais das formulagdes, determinando se a formulagdo tem
comportamento Newtoniano ou ndo— Newtoniano, se o fluido é plastico, pseudoplastico
ou dilatante, se apresenta tixotropia e se possui comportamento viscoelastico.

Na Figura 17 estdo apresentadas as curvas de fluxo das formulagdes F1, F2, F3 e
F4.

Nas Figuras 18 e 19 est@o apresentadas as curvas de fluxo das formula¢des F1A,

F1B, F2A, F2B e F3A, F3B, F4, F4A e F4B, respectivamente.
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Figura 17. Curvas de fluxo das formulagdes ndo contendo o peptideo (Fonte:

AUTORA).
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Figura 18. Curvas de fluxo das formulagdes F1 e F2 contendo o peptideo

(Fonte: AUTORA).
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Figura 19. Curvas de fluxo das formulagdes F3 e F4 contendo o peptideo

(Fonte: AUTORA).
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Os reogramas apresentados nas Figuras 17, 18 e 19 demonstram que ndo existe
relagdo linear entre os valores de tensdes de cisalhamento e das taxas de cisalhamento,
explicando o comportamento ndo—Newtoniano das formulagdes.

As formula¢des apresentam perfil caracteristico de um fluido pseudoplastico, em
que as particulas escoam na dire¢do do fluxo diminuindo sua resisténcia interna e a

viscosidade, em fun¢do da taxa de cisalhamento.

Ariane Migliato Martinelli




As formulagdes F2 (F2, F2A e F2B), F3 (F3, F3A e F3B) ¢ F4 (F4, F4A e F4B)
apresentam tixotropia, ou seja, grande habilidade de voltar a viscosidade inicial apos a
perturbagdo dos sistemas, devido a area de histerese entre a curva ascendente e
descendente, o que ¢ desejavel para formulagdes topicas.

A formulacdo F1 (F1, F1IA e F1B) nfo apresentou area de histerese, o que
demonstra auséncia de tixotropia. Isso pode ser explicado pela presenga do PPG -5-

Ceteth — 20, um tensoativo néo i6nico solivel em agua.

3 Biossintese de colageno

Os resultados da quantificagdo da biossintese de colageno produzido nas culturas
de HDFa foram obtidos na forma de densidade dptica (D.O.) e a quantidade total de
colageno foi calculada a partir da equagio da reta obtida de concentragdes conhecidas e

padronizadas de colageno tipo I humano (Sigma®™), apresentada na Figura 20.
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Figura 20. Curva analitica padrdo do colageno tipo I humano, equacdo da reta (y) e
coeficiente de correlagdo (RZ) (Fonte: AUTORA).
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Na Tabela 7 estéo listadas as concentragdes totais de colageno produzido pelos
fibroblastos apos o tratamento com as diferentes concentragdes de peptideo e as
porcentagens de colageno produzido em relagdo ao grupo controle no intervalo de 24 de

tratamento.
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Tabela 7. Concentragdes totais de colageno produzido apods 24 horas de tratamento

(Fonte: AUTORA).

Diferenca controle

Tratamentos Colageno (ng/mL) Colageno (%)

(ng/mL)’

Controle 19,54 4,1 -—-- -——
10 pmol/L 29,7 43,1 10,16 52
30 wmol/L 30,87 2,6 11,33 58
75 wmol/L 31,4528 11,91 61
150 pmol/L 32,43 42,6 12,89 66

300 pmol/L 33,99 43,3 14,45 74
400 pmol/L 35,17 42,8 15,63 80

' Colageno produzido com os tratamentos menos o colageno produzido do grupo
controle
? Porcentagem de colageno produzido em relagdo ao grupo controle

Na Figura 21, estdo apresentados os resultados obtidos apos 24 horas. Foi
construido um grafico contendo a concentracdo de colageno total produzido pelos HDFa
dos grupos controle e tratados com varias concentracdes do peptideo apos 24 horas de
tratamento de cultura.

Apbs 24 horas foi possivel observar alteragdes significativas (p<0,05) na sintese
de colageno nos grupos controle e tratados com varias concentracdes do peptideo.
Observa-se também que a porcentagem de colageno produzido foi aumentando
conforme aumentava-se a concentragdo de peptideo nos tratamentos, atingindo um

maximo de 80% com 400 umol/L.
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Figura 21. Representagdo da concentragdo de colageno total produzido pelos HDFa dos
grupos controle e tratados com peptideo apos 24 horas de cultura. Dados referem-se a
média de trés experimentos independentes (Média + erro padrdo). *Diferencas
estatisticas (Teste de Varidncia de ANOVA p<0,05 seguida do teste de Dunnett’s)

(Fonte: AUTORA).
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Na Tabela 8 estdo listadas as concentragdes totais de coldgeno produzido, as

concentragdes e as porcentagens de colageno produzido em relagdo ao grupo controle

no intervalo de 48 de tratamento.
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Tabela 8. Concentragdes totais de colageno produzido apos 48 horas de tratamento

(Fonte: AUTORA).

Diferenca controle

Colageno (%)*

Tratamentos Colageno (ng/mL) (ug/mL)l

Controle 56,15 +1,0 -—-- -——
10 umol/L 87,03 +£8,6 30,88 55
30 pmol/L 90,96 £8.8 34,81 62
75 pmol/L 92,08 £6,1 35,93 64
150 pmol/L 95,45 £8,3 39,3 70
300 pmol/L 98,26 £7,7 42,11 75
400 pmol/L 101,07 +£3,7 44,92 80

! Colageno produzido com os tratamentos menos o coldgeno produzido do grupo

controle
? Porcentagem de colageno produzido em relagdo ao grupo controle

Na Figura 22, estdo apresentados os resultados obtidos apos 48 horas. Foi
construido um grafico contendo a concentracdo de colageno total produzido pelos HDFa
dos grupos controle e tratados com varias concentragcdes do peptideo apos 48 horas de

tratamento de cultura.
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Figura 22. Representagdo da concentra¢do de colageno total produzido pelos HDFa dos
grupos controle e tratados com peptideo apos 48 horas de cultura. Dados referem-se a
média de trés experimentos independentes (Média + erro padrdo). *Diferencas

estatisticas (Teste de Variancia de ANOVA p<0,05 seguida do teste de unnett’s) (Fonte:

AUTORA).
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Apods 48 horas foi possivel observar alteracdes significativas (p < 0,05) na
sintese de colageno nos grupos controle ¢ tratados com varias concentracdes do
peptideo. A porcentagem de colageno produzido foi aumentando conforme aumentava-
se a concentracdo de peptideo nos tratamentos, sendo que a concentragdo de 400

pumol/L produziu 80% a mais de coldgeno em relacdo ao controle.

Foi observado um aumento na sintese de colageno no ensaio de 48 horas para o

grupo controle e tratado com o peptideo em relagdo ao ensaio de 24 horas.
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Um estudo realizado pelo pedido de patente BR10201400733, o qual avaliou o
potencial citotoxico do peptideo Ac- Wahx-KTTKS utilizando as linhagens celulares
HepG2 e HaCat, concluiu que em concentragdes menores que 600 pmol/L (ICsg), o

peptideo oferece seguranga para a aplicagdo topica.

4 Liberacao do peptideo, permeacio e retencio cutanea in vitro

Foram avaliadas quatro formula¢des (F1, F2, F3 e F4) contendo 300,00 pmol/L
e 400,00 umol/L do peptideo. Tal procedimento foi adotado para que fosse possivel
avaliar se as formulagdes contendo diferentes tensoativos e concentragdes de peptideo e
agua t€m influéncia no perfil de liberagido, permeacio e retengdo cutinea.

As condigdes “sink” foram garantidas, uma vez que a solubilidade do peptideo

em solucdo receptora (tampao fosfato pH 7,4) € de 4,564 mol/L.

4.1 Analise de interferentes

Foi injetada em CLAE, nas condi¢des ja validadas (Pedido de patente
BR10201400733), a solugdo receptora e uma concentragdo conhecida do peptideo,
dissolvido em solugdo receptora para verificagdo da sua influéncia nos ensaios de

liberacdo. Os resultados obtidos estdo descritos nas Figuras 23 e 24.
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Figura 23. Cromatograma da solu¢fo receptora (tampao fosfato pH 7,4) (As condi¢des
cromatograficas utilizadas estdo descritas no item 5.1 contido nos Materiais ¢ Métodos)
(Fonte: AUTORA).
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Figura 24. Cromatograma do peptideo em solugdo receptora (tampdo fosfato pH 7,4)
(As condigdes cromatograficas utilizadas estdo descritas no item 5.1 contido nos

Materiais ¢ Métodos) (Fonte: AUTORA).
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Verifica-se nas Figuras 23 e 24, que a solucdo receptora nio influencia a analise,

pois néo foi observado pico no mesmo tempo de retencdo do peptideo.
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4.2 Avaliacio da cinética de liberacao do peptideo in vitro

O ensaio de liberagdo foi realizado para verificar se a formulagdo ¢ capaz de
liberar o peptideo e verificar a quantidade liberada em um intervalo especifico de
tempo, de modo a caracterizar o sistema quanto ao seu modelo cinético de liberagao.

A solug@o receptora foi coletada das células de Franz nos tempos determinados
e, em seguida, quantificadas por CLAE. A partir dos resultados, a concentragio de
peptideo foi calculada através da equacdo da reta obtida da curva analitica do peptideo

em solucdo receptora. Assim, as areas obtidas foram aplicadas na equagdo 3:

y=1,76718 . 10° +2,51339 . 10’x Equagio 3

R%=0,9942

Através destes valores, foram elaboradas as tabelas de 9 - 16, para cada

formulagdo. O coeficiente de variagdo (CV) foi calculado através da equagio 4.

v = — x100 Equacdo 4
Onde: DP ¢ o desvio padrio

M ¢ a média das seis replicatas

Observa-se que o CV do teste de liberagdo esta dentro dos limites das
especificagdes, ou seja, menores que 10%. E importante ressaltar que a % liberada em
cada tempo foi parecida para as formulagdes com diferentes concentracdes de
peptideo, demonstrando a capacidade do sistema em prolongar a liberacdo do Ac-Wahx-

KTTKS independentemente da sua concentragao.
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Tabela 9. Liberacao do peptideo da formulacdo F1A (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 19,34 1,14 3,09
2 20,46 2,39 3,44
4 77,17 4,55 2,02
8 149,50 8,82 0,84
12 237,84 14,03 0,92

Tabela 10. Liberagdo do peptideo da formulagdo F1B (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 15,52 0,92 1,47
2 37,31 2,20 4,49
4 74,09 4,37 2,54
8 153,25 9,04 1,17
12 244,90 14,45 0,88
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Tabela 11. Liberagdo do peptideo da formulagdo F2A (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 24,18 1,43 5,88
2 42,10 2,48 4,49
4 87,31 5,15 2,02
8 158,62 9,36 1,26
12 243,86 14,37 0,68

Tabela 12. Liberagdo do peptideo da formulagdo F2B (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 25,38 1,49 6,15
2 46,10 2,71 2,06
4 90,64 5,33 0,95
8 163,13 9,60 1,41
12 243,52 14,36 0,89
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Tabela 13. Liberacao do peptideo da formulacido F3A (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 25,13 1,48 5,81
2 59,05 3,48 2,51
4 100,50 5,93 1,40
8 161,49 9,53 1,29
12 242,19 14,29 0,44

Tabela 14. Liberacao do peptideo da formulacdo F3B (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 24,54 1,33 4,21
2 43,42 2,56 3,06
4 96,02 5,67 1,13
8 184,73 10,9 1,38
12 252,04 14,87 1,30
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Tabela 15. Liberagdo do peptideo da formulagdo F4A (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 24,11 1,42 4,76
2 63,99 3,78 1,52
4 111,28 6,57 1,52
8 158,12 9,33 1,49
12 238,85 14,09 0,69

Tabela 16. Liberagdo do peptideo da formulagdo F4B (Fonte: AUTORA).

Tempo (h) Média Qreal % CV (%)
(ng/em’)
1 23,20 1,37 7,77
2 55,54 3,28 5,78
4 97,73 5,77 6,29
8 156,65 9,24 2,70
12 250,93 14,80 1,85

A Figura 25 apresenta o perfil de liberagdo do peptideo. Todas as formulagdes
liberaram de forma prolongada o peptideo dos sistemas, sendo que as formulagdes
contendo 400 umol/L de peptideo (B) liberaram uma porcentagem ligeiramente maior
de peptideo (F3B apresentou a maior liberagdo, com 14,87%) quando comparada com

as formulagdes contendo 300 umol/L (A), (F1IA apresentou a menor liberagdo, com
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14,03%), apos 12 horas. Além disso, pode — se dizer que diferentes concentragdes de
agua e a mudanga do tensoativo no sistema ndo influenciaram na porcentagem de

liberacdo de ativo.

Figura 25. Perfil de liberagdo do peptideo (Fonte: AUTORA).

169 F1A

14 4
12 4

104

% peptideo liberado

As formula¢des sdo capazes de liberar o peptideo nelas contidos, permitindo que
o mesmo tenha contato com a pele para que em seguida ocorra a penetragdo cutanea.
Uma vez disponivel para penetragdo na superficie da pele, a penetragio e permeacio do
ativo irdo depender da capacidade destes em atravessar a camada comea, e de
caracteristicas fisico quimicas do ativo, como lipofilicidade e tamanho da molécula

(Nesseem, 2001).

Além disto, para compreender a cinética de liberagdo do ativo, trés modelos

matematicos foram aplicados aos resultados obtidos: zero ordem, (Qreal em ug/cm2 em
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funcdo do tempo), primeira ordem (logaritmo da porcentagem de farmaco em fun¢do do

tempo) ¢ Higuchi (Qreal em pg/cm?® em funcdo da raiz quadrada do tempo). A Tabela

17 traz o coeficiente de correlagdo (Rz) calculado pelo ajuste de cada modelo

matematico as curvas experimentais para as formulagdes avaliadas com diferentes

concentragdes de peptideo.

Tabela 17. Coeficiente de correlagdo (R?) das formulagdes dos modelos matematicos de

zero ordem, primeira ordem e Higuchi (Fonte: AUTORA).

Formulagio Zero ordem Primeira ordem Higuchi
FI1A 0,9982 0,9076 0,9694
FIB 0,9985 0,8937 0,9685
F2A 0,9995 0,9294 0,977
F2B 0,9992 0,9072 0,9819
F3A 0,9921 0,8552 0,986
F3B 0,994 0,8807 0,9913
F4A 0,9749 0,8637 0,9734
F4B 0,9908 0,8636 0,9742

Para todas as formulagdes, o modelo matematico que melhor se aplicou foi o de

zero ordem. As figuras 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33 apresentam respectivamente o

grafico de cinética de liberagdo das formula¢des F1A, F1B, F2A, F2B, F3A, F3B, F4A,

F4B.
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Figura 26. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F1A (Fonte: AUTORA).

z01 Liberacao Zero Ordem
200 R’= 0,9982
Ng 150
S 100
(]
50
0 . T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (h)

Figura 27. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F1B (Fonte: AUTORA).

=01 Liberacao Zero Ordem .
200 +
g 150+
%1'100-
5
50 4
04
S
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Figura 28. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F2A (Fonte: AUTORA).

=01 |iberacao Zero Ordem
200
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;§/100-
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Figura 29. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F2B (Fonte: AUTORA).
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Figura 30. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F3A (Fonte: AUTORA).
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Figura 31. Modelo de cinética de liberag¢do da formulacdo F3B (Fonte: AUTORA).
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Figura 32. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F4A (Fonte: AUTORA).
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Figura 33. Modelo de cinética de liberagdo da formulacdo F4B (Fonte: AUTORA).
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O modelo de zero ordem pode ser usado para descrever a liberacdo modificada
de ativos de varias formas farmacéuticas, como sistemas osmoticos, formas revestidas,
sistemas transdérmicos, entre outros. As formas farmacéuticas que seguem esta cinética
liberam a mesma quantidade de ativo por unidade de tempo, o que ¢ ideal para alcancgar
aclo farmacoldgica prolongada (COSTA e SOUSA LOBO, 2001). Esta cinética indica
que a taxa de liberagdo ¢ independente do tempo, ou seja, neste caso pode ser atribuida
ao comportamento dindmico da fase lamelar que prolonga a liberagdo do ativo

(FARKAS et al., 2000).

4.3 Avaliacdo da permeacio in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS contido nas

formulacoes

Da mesma forma como foi feito na avaliagdo da cinética de liberagdo do
peptideo das formulagdes, na avaliacdo da permeagdo cutanea do peptideo, a solugio
receptora foi coletada e quantificada por CLAE.

Na avaliagdo da permeagdo cutidnea do peptideo Ac-WAhx-KTTKS contido nas
formulagdes F1A, F1B, F2A, F2B, F3A, F3B, F4A e F4B nao foi possivel quantificar o
peptideo permeado. Isto ocorreu porque a quantidade de peptideo que permeou foi
muito pequena ou inexistente, estando abaixo do limite de quantificacdo e detecgdo.

Como o local de a¢do do Ac-Wahx-KTTKS sdo os fibroblastos presentes na
derme, a permeacdo do peptideo ndo era, de fato, desejada, e confirma a classificacdo

das formula¢des como cosméticos.
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4.4 Avaliacdo da retencio no estrato corneo e na epiderme/derme do peptideo

Ac-WAhx-KTTKS contido nas formulacoes

A Tabela 18 apresenta os resultados de retencdo do peptideo no estrato corneo e
na epiderme/derme empregando as formulacdes F1A, F1B, F2A, F2B, F3A, F3B, F4A e

F4B apo6s 12 horas de experimento.

Tabela 18. Reten¢do no estrato cormneo ¢ na epiderme/derme do peptideo nas

formulagdes apos 12 horas de experimento (ug/cmz) (Fonte: AUTORA).

Formulagdo  Estrato corneo (,ug/cmz) Epiderme/Derme (,ug/cmz)

FIA 2221 (+14,7) 67,97 (£16,8)
FIB 20,49 (+14,8) 68,54 (£15,2)
F24 29,27 (+10,9) 68,71 (£16,8)
F2B 23,65 (+13,2) 70,89 (£15,6)
F34 19,67 (£10,6) 71,45 (£16,6)
F3B 17,76 (£13,6) 73,19 (£16,7)
F44 22,86 (+10,3) 70,50 (£15,7)
F4B 18,83 (£13,1) 72,39 (£15,3)

Os valores representam as médias e os coeficientes de variacdo referentes a seis

determinagdes.

A Figura 34 demonstra os valores obtidos no ensaio de retengdo cutanea das

formulagdes, no estrato corneo e epiderme mais derme.
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Figura 34. Retencdo cutanea do peptideo no estrato corneo e epiderme/derme (ug/cmz)

apods 12 horas de ensaio (Fonte: AUTORA).
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Na retengdo cutdnea o coeficiente de variacdo (CV) ficou entre 10 e 16%.
Segundo o (SCCP/0970, 2006), os resultados de absor¢cdo cutdnea devem ser
reprodutiveis, utilizando-se um minimo de seis amostras ¢ o CV deve ser inferior a
30%. O CV no ensaio de reten¢do é maior do que no ensaio de liberagdo porque as
espessuras da camada cornea, epiderme e derme sdo varidveis, promovendo assim,
variagdes na permeabilidade cutanea.

A Figura 34 mostra que as formulagdes apresentaram uma retencdo média do
peptideo na epiderme/derme entre 67,97 ;Lg/cm2 para F1A e 73,2 ;Lg/cm2 para F3B,
sendo equivalente a 4% e 4,8% do peptideo incorporado nas formulagdes,
respectivamente. Portanto, a porcentagem de Ac-Wahx-KTTKS que penetrou na pele e
atingiu as camadas mais profundas foi maior para as formulagdes que apresentaram

maiores porcentagens de liberacdo do peptideo.
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Além disso, as formulagdes contendo maior concentragdo de Ac-Wahx-KTTKS
(400 umol/L) apresentaram taxas de reten¢do na epiderme/derme ligeiramente maiores.
Entdo, pode-se dizer que a concentragdo de peptideo incorporado nas formulagdes foi
importante para modular a quantidade (em pg/cm?) retida na epiderme/derme, onde
devera estimular a sintese de colageno.

O perfil de retengdo no estrato corneo também pode ser observado na Figura 33,
e verifica-se que a formulagio F2A apresentou uma maior retengdo (29,27 pg/cm?),
equivalente a 1,92% do peptideo incorporado, ¢ a formulagdo F3B uma menor retencdo
nesta camada (17 pg/cm?), equivalente a 1,11%.

Os resultados obtidos com todas as formulagdes sdo satisfatdrios, pois ndo houve
permeagdo do peptideo, sendo uma caracteristica desejada para um produto cosmético.
Além disso, o peptideo foi capaz de permanecer retido na epiderme/derme, sendo na
derme, o local onde tem acéo.

Com base nestes resultados, pode-se dizer que a formulagio F3B foi mais
eficiente quando se diz respeito a penetragdo do Ac-Wahx-KTTKS na pele em relacdo
as demais formulagdes, com uma porcentagem maior de peptideo retido na

epiderme/derme e uma porcentagem menor retida no estrato corneo.
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Conclusoes
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Neste trabalho preparou-se os sistemas liquido cristalinos lamelares ¢ realizou-se
a sintese e purificagdo do peptideo Ac — WAhx- KTTKS, com um grau de pureza acima
de 99,97%;

A avaliagdo fisico quimica das formulagdes contendo e ndo contendo o peptideo
(microscopia de luz polarizada e espalhamento de raios X a baixo angulo) permitiram
avaliar que ap0s a incorporagdo do peptideo ndo houve mudanga de fases dos sistemas,
permanecendo na fase lamelar.

Além disso, a caracterizacdo reologica avaliou as caracteristicas estruturais das
formulagdes, ¢ mostrou que mesmo apds a incorporagdo do peptideo, os sistemas
continuaram a apresentar tixotropia, (com exce¢do da formulagdo F1 que ndo
apresentou tixotropia mesmo sem o peptideo), comportamento ndo—Newtoniano e perfil
pseudoplastico.

Os resultados obtidos pelo teste de biossintese de colageno in vitro mostraram
que o peptideo ¢ eficaz no tratamento do envelhecimento cutdneo, aumentando em até
80% a producdo de coladgeno pelos fibroblastos.

Os testes de liberacdo in vitro do Ac-Wahx-KTTKS nas formulagdes mostraram
que os sistemas lamelares testados sdo capazes de prolongar a liberagdo do ativo, com
um maximo liberado de 14,87% para a formulagdo F3B ¢ um minimo de 14,03% para a
formulagdo F1A, apos 12 horas. Além disso, o0 modelo matematico que melhor se
aplicou as formulac¢des foi o zero ordem, demonstrando que as formulagdes liberam a
mesma quantidade de peptideo por unidade de tempo.

Os resultados obtidos com a formulagdo F3B na retengdo cutdnea se mostraram
mais interessantes, pois verificou-se uma maior retengdo do peptideo nas camadas mais

profundas da pele (epiderme + derme), sendo a derme o local de ag@o.
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Considerando as conclusdes acima descritas, pode-se dizer que foi possivel obter
com sucesso sistemas liquido cristalinos lamelares contendo o peptideo Ac-Wahx-
KTTKS. Os resultados revelaram que a composi¢do das fases lamelares (tipo de
tensoativo e teor de agua) ndo teve influéncia significativa nos perfis de liberagdo e
permeacdo do peptideo. Entretanto, a concentragdo de Ac-Wahx-KTTKS incorporado
nas formulagdes foi importante para modular a quantidade (em pg/cm?®) retida na
epiderme/derme, onde devera estimular a sintese de colageno.

E interessante a continuidade deste projeto com a realizagio de estudos
farmacoldgicos in vivo através da avaliagdo da toxicidade e estudos clinicos, com a

finalidade de comprovar a seguranca e eficacia do peptideo.
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