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(57) Resumo: Resumo SINTESE DO
PEPTIDEO AcWahxKTTKS, PEPTIDEO
AcWahxKTTKS E SEU USO A presente
invencao apresenta a sintese do peptideo
AcWahxKTTKS, onde foi adicionada &
sequéncia mae (KTTKS) uma molécula de

acido capradico, que € um &cido graxo insaturado
composto por 6 atomos de carbono, encontrado
naturalmente nas gorduras e 6leos minerais,
para conferir um grau de lipofilicidade ao
peptideo e favorecer na permeabilidade do
mesmo na pele. Adicionou-se também o
triptofano, que € um aminoacido aromético
essencial para a nutricdo humana, visando
proporcionar fluorescéncia ao peptideo e assim
guantifica-lo na pele através de um método mais
eficiente e sensivel. O triptofano foi acetilado
para diminuir a interacao do peptideo com a
agua, a fim de ajudar na penetracao do peptideo
na pele. O peptideo AcWahxKTTKS estimula a
sintese de colageno nos fibroblastos, reduzindo
ou eliminando, desta forma, as rugas e linhas de
expressédo na pele.
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“SINTESE DO PEPTIDEO AcWahxKTTKS, PEPTIDEO AcWahxKTTKS E
SEU USO”

CAMPO DA INVENCAO

[001] Apresenteinvencdo se 1insere no campo de
aplicacgcdo da Quimica, Farmacia, Biotecnologia e, mais
especificamente, na A&area de composigdes para aplicagdes
farmacéuticas e cosméticas, uma vez que se refere a sintese
do peptideo AcWahxKTTKS e uso do mesmo para
antienvelhecimento, tratamento de rugas e linhas de
expressdes faciais.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A pele é& o Obrgdo gque mais reflete as
mudancas inevitaveis que ocorrem no processo de
envelhecimento do corpo. Estas mudancgas refletem de forma
bastante impactante sobre a vida social dos seres humanos,
especialmente os fatores ligados a autoestima e a gualidade
de wvida. Com o passar do tempo ocorre na pele o
envelhecimento geneticamente programado, denominado de
envelhecimento cronoldgico. Além disso, a pele estd em
contato direto com o meio ambiente e, portanto, é submetida
ao envelhecimento através da acdo de diversos fatores
ambientais. A radiacd@o ultravioleta (UV) do sol é o
principal fator ambiental responsavel pelo envelhecimento
da pele, chamado de fotoenvelhecimento. 0
fotoenvelhecimento, bem como o envelhecimento cronoldgico,
é um processo cumulativo. Durante a Ultima década, houve um
progresso na compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares relacionado ao envelhecimento cronoldgico e
fotoenvelhecimento, proporcionando oportunidades para o

desenvolvimento de novas terapias antienvelhecimento.
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[003] A possibilidade de minimizar os efeitos do
envelhecimento na pele representa um extenso campo para
pesquisa e apresenta um grande potencial para inovacgdes no
setor cosmético. Nos ultimos anos, este setor tem
apresentado ao mercado numerosos produtos e compostos
ativos com o intuito de ©proporcionar ao consumidor
resultados eficazes no tratamento do envelhecimento da
pele.

[004] Diversas pesguisas tém sido desenvolvidas
para identificar e isolar peptideos que desempenham fungdes
na pele. A maioria dos peptideos bicativos s&o fragmentos
isolados de peptideos precursores maiores. Estes peptideos
demonstram importante papel em uma variedade de processos
fisioldégicos, incluindo agdes como estimulacgdo e regulacédo
da cicatrizacdo de feridas, efeito antimicrobiano e anti-
inflamatério. Além disso, tais peptideos também sdao
indicados para serem utilizados em preparacdes cosméticas,

principalmente para tratamento do envelhecimento cuténeo.

[005] Os peptideos geralmente apresentam
caracteristicas fisico-quimicas gue tornam seu uso
inadequado, como a susceptibilidade a degradacdo
proteolitica (por metabolismo hepéatico de primeira
passagem) , sensibilidade a condicéo de pH extremo
(estdbmago) e 1risco de induzir uma resposta imune. A

aplicacdo tépica oferece aparetemente uma protecd&o aos
problemas acima, sendo uma rota mais direta para o local de
acdo, e a liberacdo suficiente do composto na area-alvo.
Além disso, maior biodisponibilidade poderia ser alcancada
devido a reducdo de metabolismo. No entanto, existem varias

questdes a considerar no uso de peptideos como compostos
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ativos em formulagdes toépicas, em particular a sua taxa de
penetracdo passiva e potencial através da pele. O principal
obstaculo que 0Ss peptideos enfrentam na liberacéo
transcutdnea ¢ a anatomia da pele, sendo o estrato cdrneo
uma barreira lipidica para a absorcgdo de ativos na pele.

[006] Os peptideos geralmente sdo macromoléculas,
isto é, possuem altas massas moleculares e apresentam
cargas em pH fisioldgico, o que os tornam hidrofilicos,
contribuindo assim para sua pobre penetracdo passiva. Os
avancos da biotecnologia permitem modificacdes na estrutura
dos peptideos a fim de melhorar caracteristicas indesejadas
gue impedem sua eficéacia.

[007] O KTTKS é um peptideo estimulador da sintese
de coldgeno (tipos I e III) na pele, muito wusado em
formulacdes cosméticas no tratamento do envelhecimento
cuténeo, mas devido as suas caracteristicas fisico-
guimicas, sua penetracdo na pele ndo é eficiente. Na
tentativa de melhorar a penetracdo do KTTKS na pele para
atingir a derme e exercer seu efeito estimulador da sintese
de colageno, modificacdes em sua sequéncia peptidica foram
realizadas ©para melhorar suas caracterisitcas fisico-
guimicas e consequentemente sua disponibilidade.

[008] Foram sintetizadas 12 sequéncias diferentes,
baseadas na sequéncia bésica KTTKS, e seus efeitos na
sintese de coladgeno em varias células mesenquimais foram
estudados por ensaio de cultura in vitro, e observou-se que
a sequéncia basica é a sequéncia minima necessaria para
estimulacdo da producdo de coldgeno e fibronectina em
células mesenguimais. Assim, quando fol retirado ou

substituido algum aminocdcido desta sequéncia béasica, sua
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atividade foi perdida ou muito diminuida.

[009] Na tentativa de promover um aumento da
penetracdo do peptideo KTTKS na pele, pesquisadores fizeram
modificagles na sua sequéncia peptidica, tais como a
ligagdo de um éacido palmitico ao KTTKS (Palmitoil-KTTKS) e
a ligag¢do de um acido ascdérbico ao KTTKS (penta peptideo
ascorbil estabilizado). Mas nenhum dado foi relacionado a
penetracdo destes derivados na pele. Este fato pode ser
devido a baixa concentracdo de uso, tornando-se dificil
obter um método adequado para a quantificacdo do peptideo.

[010] Com base nestes estudos, as modificagdes na
sequéncia peptidica KTTKS para diminuir a sua hidrofilia e
a utilizacdo de sistemas de liberacdo gque promovam a
penetracdo do peptideo na pele representa uma alternativa
vidvel para o tratamento tdépico do envelhecimento cuténeo.

Matriz extracelular

[011] Os tecidos sd3o constituidos por células e
macromoléculas localizadas no espacgo extracelular, gue
formam uma intrincada rede constituindo a matriz
extracelular (MEC). Essa MEC ¢é composta por varias
proteinas e polissacarideos que sdo secretados localmente e
reunidos em uma rede organizada e em estreita associacdo
com a superficie das células que os produzem.

[012] Em nossos corpos, a forma mais abundante de
MEC é encontrada em tecido conectivo volumoso como OS
0ssos, © tenddo e a camada dérmica da pele. As células do
tecido conectivo estdo embebidas em uma MEC complexa dque
ndo somente serve para a sustentacdo passiva, mas também
desempenha um papel ativo na regulacdo do comportamento das

células gque fazem contato, influenciando o desenvolvimento,
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a migracdo, a proliferagdo, a forma e a funcdo.

[013] A MEC ¢é formada pelas duas principais
classes de macromoléculas da lamina basal: (1) as cadeias
de polissacarideos de glicosaminoglicanos, as quais estéo,
normalmente, covalentemente ligadas a proteinas na forma de
proteoglicanos, e (2) as proteinas fibrosas como elastina,
fibronectina, laminina e coléageno. As moléculas de
proteoglicanos formam uma substé@ncia semelhante a um gel,
altamente hidratada, na gual estdo dispersas as fibras
protéicas. O gel de polissacarideos resiste a forcas de
compressdo na MEC ao mesmo tempo em que permite a répida
difusdo dos nutrientes, metabdélitos e hormbnios entre o
sangue e as células dos tecidos. As fibras colégenas
fortalecem e auxiliam a organizar a MEC, as fibras de
elastina, semelhantes a borracha, fornecem a resisténcia a
fibronectina, importante na adesdo da célula do tecido
conectivo com a matriz, e a laminina atua como um
organizador primadrio da estrutura das camadas.

[014] A quantidade de tecidos da pele diminui com
o envelhecimento, diminuindo aproximadamente 7% do wvalor
original. Um pardmetro importante a respeito €& a perda de
colédgeno, pela diminuicdo da sintese, e/ou pelo aumento da
degradacdo ou ambos.

Envelhecimento cutdneo

[015] O envelhecimento é um processo Dbioldégico
complexo, continuo, gque se caracteriza por alteracdes
celulares e moleculares, com diminuicdo progressiva da
capacidade de homeostase do organismo, levando a
senescéncia e morte celular programada (apoptose). Existem

evidéncias de que é influenciado pelo dano causado ao DNA
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por agressdes internas e externas.

[016] O envelhecimento da pele pode ser
classificado em envelhecimento intrinseco e extrinseco. O
envelhecimento intrinseco, ou cronoldgico, ¢é devido as
senescéncias geneticamente controladas, e também devido as
espécies reativas de oxigénio formadas intracelularmente
como conseguéncia do préprio metabolismo celular. Neste
processo o envelhecimento é inevitavel e aparentemente néo
esta susceptivel as alteracdes comportamentais do
individuo. J& o envelhecimento extrinseco ¢é influenciado
por fatores originados externamente, sendo um processo
cumulativo de degeneracdo induzida por anos de exposicdo a
cofatores ambientais, como o fumo e o sol.

[017] As alteracdes observadas na epiderme sé&o
principalmente o retardamento da divisdo celular, gerando o
afinamento da epiderme e da derme; a desorganizacdo da
camada cdbérnea, que leva a uma desidratacdo superficial; a
formacdo de rugas com o espessamento da pele e frouxidao
tegumentar; o) aparecimento de manchas, causado  por
alteracdes na sintese de melanina; a debilitacdo das
defesas da pele devido a rarefacdo das células de
Langerhans; e, em alguns casos, a multiplicacdo celular
anadrquica, levando ao aparecimento de tumores.

[018] 0O envelhecimento cutdneo causa a degradacgédo
e diminuicdo da sintese de fibras coldgenas e elasticas da
matriz extracelular na derme. Isto pode ser devido a
diminuicdo da proliferacdo e da atividade dos fibroblastos
14 contidos. Estas mudancas celulares causam alteracgdes
quali-quantitativas das fibras colagenas e elasticas na

derme, com isso, héd perda da capacidade de retracdo e do



10

15

20

25

30

7/47

poder tensor da pele. A exposicgdo repetida ao sol causa
dano dérmico acumulativo gue resulta nas rugas
caracteristicas da pele fotoenvelhecida. Clinicamente a
pele com envelhecimento intrinseco apresenta-se palida e
com  rugas finas, diminuicdo da elasticidade, maior
fragilidade epidérmica, ressecamento e diminuicdo da
capacidade de cicatrizacdo de feridas. A  pele com
envelhecimento extrinseco apresenta enrugamento grosseiro
com perda da elasticidade, alteracdes na textura e
pigmentacdo, ceratosesactinicas, telangiectasias e aspecto
amarelado.

[019] 0O processo de diminuicdo da sintese de
coldgeno e aumento da sua degradacdo causado pela radiacédo
UV, produz microcicatrizes, gue ao longo da vida tornam-se
macroferidas visiveis na pele, como as rugas. De fato, a
producdo de colageno volta completamente ao normal dentro
de dois dias apds a suspensdo da exposicdo solar. Para
evitar esse processo de deplecdo celular, a pele possul seu
préprio mecanismo de defesa tais como: enzimas, vitaminas e
agentes qguelantes de ions metédlicos. Entretanto, a
capacidade protetora desse mecanismo diminui com o©
envelhecimento, assim compostos exdgenos sdo sugeridos como
compostos antioxidantes, promotores da sintese de colageno,
entre outros.

Peptideo KTTKS

[020] O peptideo KITKS & um subfragmento do
propeptideo de colageno tipo I, composto por uma sequéncia
de <cinco residuos de aminoacidos, que sdo: lisina -
treonina -~ treonina - 1lisina -~ serina. Ele é capaz de

induzir a sintese de colégeno (tipo I e III) e
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fibronectinana pele e atuar no tratamento do envelhecimento
cutdneo e cicatrizacdo de feridas.

[021] O peptideo KTTKS é considerado um “peptideo
sinalizador”, pois tem a capacidade de aumentar a
remodelagdo dérmica pelo desencadeamento de processos
celulares, tais como a ativacdo do fator de crescimento
transformante (TGF-f). Com isso o TGF-p liga-se aos seus
receptores presentes nos fibroblastos e assim a expressdo
do gene do procoldgeno o 1 (I} é aumentada. Devido a
estimulacdo da expressdo do gene do procoldgeno o 1 (I) héa
um aumento na producdo de matriz extracelular na derme.
Inibidores da atividade da colagenase também sé&o

estimulados pelo peptideo KTTKS, assim menos fibras

colégenas e elasticas sdo degradadas na matriz
extracelular.
[022] O efeito estimulador do peptideo KTTKS em

colageno (tipos I e 1II1I1I) refere-se principalmente a via
biossintética, em vez das vias de degradacdo e exportacdo.
Recentemente, um estudo mostrou que o peptideo KTITKS
promoveu a sintese de colédgeno tipo I pela manutencdo da
estabilidade do mRNA em um processo associado com a
autorregulacdo da expressdo do fator de <crescimento
transformante (TGF-pB). Apesar de tal conhecimento, o)
mecanismo de acdo do peptideo KITTKS ainda ndo foi
completamente estabelecido.

[023] O peptideo KTTKS age em camadas profundas da
pele, na derme, com isso o peptideo tem gue atravessar o
estrato cdérneo e a epiderme para atingir estas camadas,
tornando sua penetracdo na pele essencial para sua

atividade. Uma estratégia para melhorar a penetracio
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através da pele é usar compostos promotores de penetracdo
coadministrados. Um estudo sugere o uso de substéncias
lipofilicas, como os éAacidos graxos, com o objetivo de
potencializar a penetracdo por meio de varios mecanismos
possiveis: desorganizar a estrutura de lipideos no estrato
cdrneo para aumentar a “fluidez”; aumentar o
particionamento de pele/veiculo de um permeante; aumentar o
transporte de solvente para dentro ou através da pele.

Via cuténea

[024] A pele & o maior érgdo do corpo, altamente
complexa, responsavel por 15% do peso total do corpo
adulto. Possuli uma estrutura elaborada, associando tecidos
de diversas origens (epitelial, conjuntivo, vascular,
muscular e nervoso) que exercem fungdes vitals. Estes
tecidos sdo organizados em trés camadas: a epiderme (e seus
apéndices, foliculos e glandulas sudoriparas pilosebéaceas);
a derme, separada da epiderme ©pela Jjuncgdo dérmico-
epidérmica; e a hipoderme. A epiderme ¢é um epitélio
estratificado que se renova continuamente. Composta por
diversos tipos celulares, principalmente {90-95%) por
queratindcitos, gue sdo células epiteliais, também estdo
presentes as células de Langerhans, melandcitos e células
de Merkel. As células epidérmicas sdo dispostas em camadas
continuas, que compreende (de baixo para cima): a camada
basal, a camada espinhosa, a camada granular e a cdrnea. A
derme ¢é um suporte, compressivel e eldstico do tecido
conjuntivo protegendo a epiderme, seus anexos e plexos
vasculares e nervosos estdo passando por ela. Composta por
células e moléculas fibrosas, ela sofre uma continua

transformag¢do, regulada por mecanismos dgue controlam a
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sintese e degradacdo de seus componentes protéicos. A derme
é dividida em derme superficial ou papilar e derme
reticular ou profunda, contém véarias células (fibroblastos,
dendrécitos dérmicos, mastdbcecitos), vasos e terminacdes
nervosas. Ela é feita de fibras de colageno dispostas em
feixes soltos e de finas fibras eldsticas gque se estendem
perpendicularmente & Jjungdo dérmico-epidérmica. A derme
{(profunda) reticular ¢é composta por feixes de colagenos
mais grossos, tendendo a ficar paralela a superficie da
pele e contém também a parte profunda de anexos cuténeos,
plexos vasculares e nervosos.

[025] A administracdo de compostos ativos na pele,
seja para um tratamento local (tdépico) ou sistémico
(transdérmico), baseia-se na difusdo do farmaco através das
diversas camadas da epiderme. A camada mais superficial
deste tecido, o estrato cdédrneo, mantém o contetdo de agua
no organismo mesmo em condigdes climaticas varidveis, bem
como limita a absorcdo de substéncias téxicas do ambiente.
Sendo assim, o} estrato cédrneo apresenta excelentes
propriedades de barreira para a penetracdo de ativos na
pele, o gue limita a liberacdo de um grande nuUmero de
substéncias por esta via. A maioria dos compostos ativos
liberados pelos sistemas transdérmicos convencionais séo
moléculas peguenas, potentes e relativamente lipofilicas. A
administracdo cutlnea de ativos polares e que apresentam
carga ¢é particularmente dificil, devido a lipofilicidade
intrinseca do estrato cdrneo.

[026] Apesar da grande utilizacdo e vantagens gue
a via oral oferece, varios compostos ativos, como o0s

peptideos, quando administrados por esta via podem ser
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inativados por enzimas proteoliticas (metabolismo hepéatico
de primeira passagem), sensibilizados pelo pH do estdmago e
risco de induzir uma resposta imune. Assim, nos UGltimos
anos tem ocorrido um grande interesse no desenvolvimento de
produtos para administracdc cuténea. Para 1isso, mnmuitos
trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de conhecer os
mecanismos de permeabilidade cuténea das substéncias
ativas.

[027] Os promotores de penetracdo sdo compostos
guimicos qgue, sozinhos, sdo farmacologicamente inativos,
mas podem interagir com os constituintes do estrato cdrneo,
assim reduzindo a resisténcia da difusdo do farmaco na
pele. Um promotor de penetracdo também pode aumentar a
atividade termodinédmica do ativo, assim resultando no fluxo
do ativo aumentado. Sdo exemplos, dimetil-sufdéxido (DMSO),
ureia, solventes orgdnicos (ex. etanol), acidos oléico,
acido caprdico, ésteres graxos {(miristato de isopropila,
palmitato de isopropila) e tensocativos. A penetracdo de
compostos ativos através da pele depende também das
propriedades fisico-quimica de suas moléculas, das
formulacgdes, bem como da funcdo Dbarreira da pele no
transporte.

[028] A eficdcia do Ac-WAhx-KTTKS depende da
habilidade do peptideo penetrar no estrato cdbdrneo, permear
na epiderme viadvel, sem significante interagdo com o0s
queratindcitos e enzimas proteoliticas, e assim alcancar e
atravessar a membrana basal para ser capaz de induzir o seu
efeito nas células da derme. No entanto, o estrato cdbdrneo é
considerado a maior barreira para a penetracdo do peptideo.

[029] Deste modo, entender como estes mecanismos
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ocorrem ¢é importante para o desenvolvimento de sistemas
mais eficientes e inovadores. Principalmente no caso dos
peptideos, onde existem poucos estudos relacionados a sua
eficiente penetracdo na pele.

Sistemas liquido cristalinos e liberacdo controlada de

ativos

[030] Os sistemas liguidos cristalinos s&o
caracterizados por apresentarem um grau de ordem molecular
intermediario, caracteristicos de sdbélidos e liquidos.
Possuem ordem estrutural, rigidez e ligacdes definidas como
a dos sd6lidos e, mobilidade, regides desordenadas e fluidas
como a dos liquidos, ou seja, esta mesofase possuil
propriedades mecénicas tipicas do estado liguido e certa
ordem molecular, constituindo assim uma fase fluida e
ordenada.

[031] Os sistemas liquidos cristalinos podem ser
considerados micelas ordenadas com arranijo molecular
caracterizado por regides hidrofébicas e hidrofilicas
alternadas. A  mesofase liquido c¢ristalina ©pode ser
alcancada pelo aumento da temperatura (termotrdpicos) ou
pela adicdo de um solvente (liotrépicos)y. A classe
termotrépica dos sistemas liquidos cristalinos sdo formadas
pela influéncia da temperatura do sistema, no gqual a
substédncia ¢é submetida, ou seja, para a molécula se
organizar é necessario uma guantidade de energia disponivel
proveniente da temperatura, sendo, portanto pouco estéaveis.

[032] A classe liotrépica é formada pela
associacéao de uma ou mais substancias anfifilicas
(tensoativos) e um solvente, geralmente a agua. A formacdo

destas estruturas leva em consideracéo a natureza
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hidrofilica e lipofilica do tensoativo, ou seja, depende do
seu valor de EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico),
presenca de sais, &leos e cotensoativos, assim como a
temperatura, estrutura do tensocativo e a proporcdo dos
componentes do sistema. Sdo sistemas termodinamicamente
estdveis e podem ser armazenados por longos periodos de
tempo sem separacao de fase.

[033] Diferentes estruturas liguido cristalinas
podem ser formadas, como lamelares, hexagonals ou cubicas.
A fase lamelar é formada por bicamadas paralelas e planas
de tensoativos separadas por camadas de solvente, estas
estruturas demonstram apresentar maior similaridade com a
membrana lipidica intercelular da pele, portanto, séao
recomendadas principalmente para o desenvolvimento de
produtos para administracdo dérmica. Ja& na fase hexagonal,
0s agregados de tensocativos s&o formados pelo arranjo de
cilindros longos, originando estruturas bidimensionais. Na
fase hexagonal, chamada de fase hexagonal direta, as
moléculas do tensocativo se agrupam em micelas cilindricas
circulares, com agua preenchendo o volume entre 0s
cilindros, -enquanto que na fase hexagonal reversa oS
cilindros contém canais de &gua circundados pelas cabecas
polares do tensocativo e a porcdo oleosa localizada ao redor
dos cilindros. A fase cuUbica, as moléculas estdo arranjadas
numa estrutura tridimensional, a gual consiste de duas
redes congruentes de <canais de &gua envolvidos por
bicamadas lipidicas ou de tensocativo.

[034] A liberacdo de compostos ativos na derme e
transderme pode ser influenciada pelo tipo de fase formada

no sistema liquido cristalino. A fase cubica pode aumentar
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significativamente a retencdo de ativos na camada superior
da pele (estrato cérneo), enquanto que a fase hexagonal
pode favorecer a penetracdo em camadas mals profundas da
pele (epiderme e derme) assim como a absorcido percuténea.

[035] Os Ssistemas liquidos cristalinos
transportadores de compostos ativos sdo promissores
sistemas de liberacdo controlada de ativos. Tendo como
objetivo obter sistemas carregados de ativo, propriedades
de liberacdo, estabilidade do produto final e baixa
toxicidade.Outra ©propriedade de grande importéncia e
destaque dos cristais ligquidos é promover o aumento da
retencdo de &gua no estrato cdbdrneo, proporcionando aumento
na hidratacéo cutidnea. Os cristais liquidos podem
fisiologicamente integrar a barreira lipidica da pele,
ajudando a reforcar a sua integridade, evitando a perda de
dgua e reduzindo os danos de fatores ambientais.

[036] Os sistemas liquido cristalinos liotrodpicos
apresentam boa penetracido devido a baixa tensdo interfacial
decorrente da interface oOéleo/dgua e podem facilitar a
difusdo progressiva de substéncias biologicamente ativas na
pele ou circulacdo sistémica, como os aminodcidos e
peptideos, gue tém dificuldade de penetrar na pele por
serem macromoléculas.

[037] Nas ultimas décadas, extensas pesguisas com
sistemas liquido cristalinos tém sido feitas através do
desenvolvimento de diagramas de fases. O diagrama de fases
descreve as condicles em que o0s componentes devem ser
combinados para formar um sistema especifico. Dependendo da
razdc entre o0s componentes (tensocativo/fase aquosa/fase

oleosa) diferentes arranjos ligquido cristalinos podem ser
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formados.

[038] As principails técnicas wutilizadas para a
caracterizacdo das fases liguido cristalinas sdo a
microscopia de luz polarizada (MLP), o espalhamento de
Raios-X a baixo angulo (SAXS) e a reologia, onde estudam-se
as propriedades fisico-gquimicas internas dos sistemas.

ESTADO DA TECNICA

[039] O pedido de patente KR101224519 descreve uma
composigdo cosmética contendo colageno fermentado com
micélio de Phellinuslinteusgue ¢ fornecida para tratar
varios fendmenos de envelhecimento e para maximizar os
efeitos de anti-enrugamento, clareamento, e hidratantes.
Esse documento em nada se assemelha com a presente
invencdo, porgque apesar de descrever composicdes com as
mesmas finalidades estas n&o descrevem uma composicdo
contendo o peptideo AcWahxKTTKS.

[040] 0 pedido de patente KR20070100329 descreve
uma AIMP1 (ARS - proteina multi- funcional de interacdo 1)
ou um fragmento da mesma que ¢é fornecido para ser
efetivamente utilizado para estimular a sintese de coldgeno
e/ou expressar KGF em um sujeito com necessidade do mesmo,
tratamento de envelhecimento da pele no sujeito, pele
flacida e/ou enrugada, efeitos cuténeos adversos da
menopausa.ksse documento em nada se assemelha com a
presente invengdo, porque ndo descreve uma composicdo de
sistema liquido cristalino contendo o peptideo AcWahxKTTKS
e, portanto, o mecanismo para estimulacdo da sintese de
colageno é diferente.

[041] O pedido de patente KR20050010093 refere-se

a uma composigdo cosmética antirrugas contendo o extrato de
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raiz de CuUrcuma e curcumina como um ingrediente principal
de raiz Curcuma. A  composicdo inibe fortemente as
atividades da elastase e colagenase e, portanto, promove a
sintese de coldgeno. Esse documento em nada se assemelha
com a presente invengdo, porque ndo descreve uma composicgdo

de sistema liquido cristalino contendo o peptideo

AcWahxKTTKS.

[042] 0O pedido de patente KR20040074795 refere-se
a uma composicao cosmética incluindo carcinina
(descarbdxicarnosina2HCl) tendo efeitos sintéticos e
antioxidantes de <coldgeno. Ele aumenta a sintese de

coldgeno e tem efeito antioxidante e, ©portanto, tem
excelente nivel de segurangca para a pele e excelente
estabilidade material em composicgdes cosméticas, evitando a
formacdo de rugas no corpo. Esse documento em nada se
assemelha com a presente invencdo, porque ndo descreve uma
composicdo de sistema ligquido c¢ristalino contendo o
peptideo AcWahxKTTKS.

[043] 0 pedido de patente JP2003277399 refere-se a
um peptideo que é prontamente absorvido através da pele e
apresenta efeito de alivio de rugas melhorado em organismo
vivo e um método para produzir o mesmo.Esse documento em
nada se assemelha com a presente invencgdo, porgue néo
descreve uma composicdo de sistema liquido cristalino
contendo o peptideo AcWahxKTTKS.

Objetivo e Vantagens da Invencdo

[044] O objetivo da presente invencdo é sintetizar
um anadlogo do peptideo KTTKS, denominado de AcCWAhxKTTKS e
desenvolver sistemas liguido cristalinos que facilitem sua

penetragdo na pele para uso em formulacdes cosméticas
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antienvelhecimento, antirrugas e anti linhas de expresséo
facial.

[045] O peptideo AcWahxKTTKS estimula a sintese de
colageno nos fibroblastos, reduzindo ou eliminando, desta
forma, as rugas e linhas de expressdo na pele.Os atuais
agentes antienvelhecimentogque atuam na sintese do colégeno
e qgue estdo disponiveis no mercado apresentam alta
irritabilidade e efeitos teratogénicos.Esta invencdo visa
sintetizar um peptideo modificado que ndo possua os efeitos
nocivos acima citados e guepossua atividade de
favorecimento da sintese do colédgeno além de féacil
penetracgdo na pele.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

[046] A presente invencdo estd relacionada com a
melhoriadas propriedades fisico-quimicas do peptideo KTTKS
para potencial penetracdo na pele. Para isso, fol realizada
modificacgdes na sequéncia peptidica KTTKS. Essas
modificagdes consistem na adigdo de uma molécula de &cido
aminocapréico, que é um derivado e andlogo do aminoacido
lisina, & seqguéncia peptidica para conferir um grau de
lipofilicidade ao peptideo e favorecer a permeabilidade do
mesmo através da pele. Além disso, foil adicionado a este
peptideo um residuo de tripfano, gque é um aminoéacido
aromadtico e apolar essencial para a nutrigdo humana,
representado pela letra “W” na seguéncia peptidica e com
sua extremidade amina acetilada. Este aminodcido foi
acoplado para proporcionar fluorescéncia ao peptideo e
assim, quantificd-lo por meio de um método mais eficiente e
sensivel, a deteccdo por flucrescéncia. A reacdo de

acetilacdo foil realizada para diminuir a polaridade do
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peptideo (a carga positiva N-terminal ¢é neutralizada), a
fim de ajudar na penetracdo do AcWahxKTTKS na pele.A Figura
1 mostra estrutura molecular do peptideo anadlogo
ACWAhxKTTKS.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[047] A Figura 1 mostra estrutura molecular do
peptideo andlogo AcCWAhxKTTKS.

[048] A figura 2 mostra esquematicamente o)
protocolo de sintese utilizado na obtencdo do peptideo.

[049] A figura 3 representa graficamente o perfil
cromatografico do peptideo Dbruto, contendo  impurezas
referentes ao processo de sintese.

[050] A figura 4 representa graficamente o perfil
cromatografico do peptideo puro.

[051] A figura 5 representa graficamenteo espectro
obtido por espectrometria de massas.

[052] A figura 6 representa graficamente a curva
dose-resposta para ¢ tratamento das células HepG2 com
diferentes concentracgdes de peptideo.

[053] A figura 7 representa graficamentea curva
dose-resposta para o tratamento das células HaCat com
diferentes concentracdes de peptideo.

[054] A figura 8 representa graficamentea curva
analitica padrdo do colageno tipo I humano, equacgdo da reta
(y) e coeficiente de correlacdo (R?).

[055] A figura 9 representa graficamente a
concentracdo de colageno total produzido pelos HDFa dos
grupos controle e tratados com peptideo apds 24 horas de
cultura.Dados referem-se a média de trés experimentos

independentes (Média I erro padrdo).
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[056] A figura 10 representa graficamentea
concentracdo de coladgeno total produzido pelos HDFa dos
grupos controle e tratados com peptideo apds 48 horas de
cultura. Dados referem-se a média de tré&s experimentos
independentes (Média * erro padrao).

[057] A figura 11 representa graficamente o
diagrama de fases ternario contendo éter oleilico de
polioxietileno (tensoativo), miristato de isopropila (fase
oleosa) e agua ultrapura (fase aguosa) . As areas
delimitadas representam: fase solucdo isotrdpica (FSI),
fase sistema liquido cristalino lamelar anisotrépica
(FSLCLA), fase sistema liquido cristalino hexagonal
anisotrépica (FSLCHA), fase sistema opaco (FS0), fase

sistema emulsionado homogéneo (FSEH) e separacdo de fases

(SF). Os pontos assinalados representam as formulacdes
estudadas.
[058] A figura 12 mostra as fotomicrografias de

microscopia de luz polarizada (MLP) da formulacdo F2 (10%
miristato de isopropila, 70% éter oleilico de
polioxietileno e 20% &gua), sendo F2P contendo peptideo.

[059] A figura 13 mostra asfotomicrografias de MLP
da formulacdo F7 (10% miristato de isopropila, 50% éter
oleilico de polioxietileno e 40% &gua), sendo F7P contendo
peptideo.

[060] A figura 14 mostra as fotomicrografias de
MLP da formulacdo EM (emulsdo O/A), sendo EMP contendo
peptideo.

[061] A  figura 15 representa graficamente ©s

espectros de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

das formulacdes F2, F7 e EM, sendo que a formulacdo com a
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letra P contém o peptideo.

[062] A figura 16 representa graficamente as
curvas de fluxo das formulacdes F2, F7 e EM, sendo que a
formulacd&o com a letra P contém o peptideo.

[063] A figura 17 representa graficamente a curva
analitica do peptideo em solugdo receptora, equacgdo da reta
(y) e coeficiente de correlacdo (R?).

[064] A figura 18 representa graficamente a curva
analitica do peptideo em acetonitrila/édgua (1:1), equacédo
da reta (y) e coeficiente de correlacéo (R%.

[065] A figura 19 representa graficamenteo
cromatograma da solugdo receptora (tampdoc fosfato pH 7,4).
Condig¢des cromatogréaficas: fases mdvel constituidas por
solvente A (0,045% de &cido trifluorocacético em adgua Milli-
Q) e solvente B (0,036% de 4cido trifluorocacético em
acetonitrila), produzindo um gradiente de 10 - 25% de
solvente B em 15 minutos de corrida, coluna Cl18 (0,46 cm -
25 cm, 5 um, KROMASIL 300-5C18), fluxo 1 mL/minuto, injecédo
50 pL, detector de fluorescéncia, deteccdo a 280 nm em 350

nm e temperatura do forno de 25 °C.

[066] A figura 20 representa graficamenteo
cromatograma do peptideo em solucdo receptora (tampdo
fosfato pH 7,4). Condig¢bes cromatograficas: fases mdvel
constituidas por solvente A (0,045% de 4dcido

trifluorocacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de
acido trifluorocacético em acetonitrila), produzindo um
gradiente de 10 - 25% de solvente B em 15 minutos de
corrida, coluna C18 (0,46 cm - 25 cm, 5 pm, KROMASIL 300-
5C18), fluxo 1 mL/minuto, injecdo 50 uL, detector de

fluorescéncia, deteccdo a 280 nm em 350 nm e temperatura do
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forno de 25 °C.

[067] A figura 21 representa graficamenteoperfil
de liberacéao das formulagdes F2, F7 e EM contendo peptideo.

[068] A figura 22 representa graficamenteosmodelos
de cinética de liberacdo das formulagdes F2 e F7 contendo
peptideo.

[069] A figura 23 representa graficamenteo modelo
de cinética de liberacdo da formulacdo EM contendo
peptideo.

[070] A figura 24 representa graficamentea
retencdo cutédnea do peptideo nas formulacgdes F2, F7 e EM no
estrato cérneo e epiderme/derme (umol/cm®) apds 12 horas de
ensaio.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Sintese do peptideo

[071] O peptideo wutilizado neste trabalho foi
obtido manualmente pelo método da sintese de peptideos em
fase sdlida (SPFS).

[072] A sintese de peptideos em fase sdélida
consiste em utilizar uma matriz polimérica inerte e
insoltvel (resina) para o crescimento da cadeia peptidica.
Esta sintese é realizada adicionando-se um aminoadcido de
cada vez por meio de um processo ciclico.

[073] O peptideo  ACWAhxKTTKS foi sintetizado
manualmente utilizando a estratégia Fmoc para a protecdo do
grupo o-amino, e 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 (guantidade de grupos funcionais iniciais).

[074] O protocolo de sintese consistiu de passos

ciclicos de desprotecdo e acoplamento, intercalados por
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lavagens para eliminagdo dos reagentes wutilizados e
subprodutos obtidos. Na etapa de acoplamento foram
utilizados os ativadores N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) /
N-hidroxibenzotriazol (HOBtL) para ativacéo do grupo
carboxila do Fmoc-aminoacido acoplante durante duas horas
de agitacéo 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 guantidade de sitios ativos
livres iniciais na resina. Este wvalor foi <calculado
utilizando-se a escala de sintese de 0,2 mmol. A
desprotecdo do grupo amino apds acoplamento foli realizada
por meio da reacdo com uma solucdo de piperidina 20% em DMF
durante 1 e 20 minutos. Entre cada passo de reacdo foram
efetuadas lavagens com os solventes orgénicos, DCM e DMF
para solvatacdo da resina e eliminagdo 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. Desta forma, na etapa de
desprotecdo, retirada do grupo Fmoc, o (resultado positivo)
era obtido, indicando a presenca de grupos amino livres. Ao
contradrio, na etapa de acoplamento do aminoédcido, uma
solugcdo de cor amarela (resultado negativo), era a
encontrada, mostrando que todos o0s grupos amino tinham
reagido. Ao final da sintese o triptofano foi acetilado com
anidrido acético por 30 minutos, sob agitacdo.

[075] A Figura 2mostra esquematicamente e}
protocolo de sintese utilizado na obtencdo do peptideo.

[076] O perfil cromatografico do peptideo bruto,
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contendo impurezas referentes ao processo de sintese, pode

ser observado na Figura 3.

Purificacdo
[077] A purificacdo do peptideo foi realizada por
CLAE semipreparativa. Durante a purificacéao foram

recolhidos tubos contendo o peptideo e o grau de pureza foi
determinado por CLAE analitico. O0Os 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 4.

Caracterizagcdo por Espectrometria de Massas

[078] O espectro obtido estd apresentado na Figura

5, onde a massa molecular do peptideo observada no espectro

é 906 para z = 1 (905 - massa molecular calculada + 1
préton H') e 454 para z = 2 (905 - massa molecular
calculada + 2 prdétons H'). O wvalor tebrico e o obtido no

espectro de massas, a pureza do material e o tempo de
retencdo estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Resultado da sintese.

Massa Molecular (MM) -
Pureza Tempo de
Peptideo (g/mol)
(%)° retencdo (min)
MMObservada MMCalculada
AcWAhXKTTKS > 97,5 10,4 906 905

& Pureza do material determinado por HPLC.

Avaliagdo do potencial citotdxico do peptideo

[079] A avaliacdo do ©potencial citotdéxico do
peptideo foi realizada através do método de MTT, gue tem
como principio a determinacdoc da habilidade de células
vivas em reduzirem o sal MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)~-

2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), através da enzima
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desidrogenase presente na mitocdndria, formando cristais
insoluveis de formazana de coloracdo violeta. Sendo assim,
através da quantificacdo dos cristais violetas ©pela
espectroscopia de absorcido UV-Visivel (leitor de ELISA) é
possivel guantificar a porcentagem de células vivas.

[080] O potencial citotdéxico do peptideo foi
avaliadoe usando as 1linhagens celulares HepG2Z, que ¢é uma
linhagem de células do hepatoma humano, escolhida por ser
um modelo muito utilizado de estudo de células
metabolizadoras, permitindo a avaliacdo da toxicidade do
metabdlito formado, a partir do produto em estudo, e HaCat,
gque é uma linhagem de queratindécitos, foli escolhida por se
tratar de estudo com ativo para uso toépico, portanto, sera
aplicado na pele, gque tem, na epiderme, como principal tipo
celular, o gueratindcito.

[081] Foi calculado também o} ICsg para as
diferentes linhagens, istc é, a concentracdo de peptideo
onde ha 50% de viabilidade celular, através da equacdo da
reta da curva analitica, Os ensaios foram realizados em
trés experimentos independentes e as concentracdes foram
testadas em triplicatas.

[082] Nas Figuras 6 e 7 estdo apresentados os
resultados obtidos para a linhagem HepG2z e HaCat,
respectivamente. Foram construidas duas curvas dose versus
resposta, uma para cada linhagem celular, sendo entéo
possivel utilizar a equacdo da reta, gerada por regressdo
linear, para ser determinada a concentracdo do peptideo que
¢ necesséaria para causar a letalidade de 50% das células
(ICso) .

[083] A tabela 2 apresenta os valores de ICsg
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calculados a partir da equacgdo da reta.

Tabela 2. Valores de ICsp (umol/L) para as células

HepGZ2 e HaCat tratadas com o peptideo.

Desvio
1 2 3 Média
padréo
HepG2 510,96 566,08 497,96 5252 36,16524
HaCat 600,5 567,61 631,8 599,97¢% 32,09828
 ANOVA p<0,05, seguido do teste de Tukey
[084] N&o houve diferenca estatisticamente

significativa entre os valores de ICsg das linhagens
celulares.

[085] A concentracdo do peptideo para incorporacao
nas formulacdes serd definida baseada nos valores de ICsy e
nos resultados da biossintese de colageno, obtendo elevado
nivel de seguranca para aplicacdo tépica e comprovada
efetividade.

Biossintese de colageno

[086] O ensaio de biossintese de colédgeno in vitro
do peptideo em fibroblastos foi realizado através do método
Picrosirius-polarizacéo.

[087] Inicialmente foi preparada uma curva
analitica com varias concentracdes de coldgeno padrdo tipo
I humano para posterior comparacgdo com o colageno produzido
no ensaio.

[088] A  porcentagem de coldgeno produzido foi
calculada usando a equacdo da reta da curva analitica do
coldgeno padrdo tipo I humano.

[089] Os resultados da qguantificacéio da
biossintese de coléageno produzido nas culturas de

fibroblasto humano de derme (HDFa) foram obtidos na forma
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de densidade déptica (D.0.) e a quantidade total de coléageno
foi calculada a partir da equacdo da reta obtida de
concentracdes conhecidas e padronizadas de coldgeno tipo I
humano, apresentada na Figura 8.

[090] Na tabela 3 estdo listadas as concentracgdes
totais de colédgeno produzido, as concentragdes e as
porcentagens de c¢oladgeno produzido em relagdo ao grupo
controle no intervalo de 24 de tratamento.

Tabela 3. Concentrag¢des totals de coldgeno produzido,

as concentracdes e as porcentagens de coldgeno produzido em

relacdo ao grupo controle no intervalo de 24 horas de

tratamento.

Diferenca
Tratamentos Colageno (pg/mL) controle Colageno (%)?
(pg/mL)*
Controle 23,62 +4,5 ———— ————
5 pmol/L 37,17 £2,1 13,55 58
20 pmol/L 42,51 13,6 18,89 80
50 pmol/L 41,41 +3,3 17,79 76
100 pmol/L 40,96 £3,1 17,34 74
200 pmol/L 43,82 £2,6 20,20 86
400 pmol/L 42,38 £3,1 18,76 80

! Colageno produzido com os tratamentos menos o colédgeno produzido do

grupo controle
? porcentagem de colégeno produzido em relacdo ao grupo controle

[091] Na Figura 9, estéo apresentados 0s
resultados obtidos apds 24 horas. Foli construido um grafico
contendo a concentracdo de colédgeno total produzido pelos
HDFa dos grupos controle e tratados com varias
concentracdes do peptideo apds 24 horas de cultura.

[092] Apds 24 horas foi possivel observar
alteracdes significativas na sintese de colageno nos grupos
controle e tratados com véarias concentracdes do peptideo.

Observa-se também que apartir da concentracdo de 20 umol/L,
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houve um patamar na concentracgdo de colédgeno produzido, ou
seja, mesmo com O aumento da concentracdo de peptideo, nédo
houve aumento significativo na producdo de coléigeno,
mantendo-se na média de 80% de coldgeno produzido em
relagdo ao controle.

[093] Na tabela 4 estdo listadas as concentracgdes
totais de colédgeno produzido, as concentragdes e as
porcentagens de colagenc produzido em relagdoc ao Jgrupo

controle no intervalo de 48 horas de tratamento.

Tabela 4. Concentrac¢des totais de coldgeno produzido,

as concentracdes e as porcentagens de coldgeno produzido em

relacdo ao grupo controle no intervalo de 48 de tratamento.

Colageno Diferenga controle
Tratamentos Colageno (%)?
(pg/mL) (pg/mL)*
Controle 61,15 +£1,0 ———— ————
5 pmol/L 95,04 +8,6 33,89 56
20 pmol/L 97,34 8,8 36,19 60
50 pmol/L 97,61 +2,1 36,46 60
100 pmol/L 99,67 +8,3 38,52 63
200 pumol/L 101,74 £7,7 40,59 67
400 umol/L 109,84 £3,7 48,69 80

1 Coladgeno produzido com os tratamentos menos o coldgeno

produzido do grupo controle
2 porcentagem de colageno produzido em relacdo ao grupo controle

[094] Na Figura 10, estédo apresentados 0s
resultados obtidos apdés 48 horas. Foi construido um grafico
contendo a concentragdo de coldgeno total produzido pelos
HDFa dos grupos controle e tratados com varias
concentracdes do peptideo apds 48 horas de cultura.

[095] Apbs 48 horas foi possivel observar

alteracdes significativas na sintese de coldgeno nos grupos
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controle e tratados com varias concentracgdes do peptideo. A
mesma regido de patamar foi observada no tratamento de 48
horas, mantendo-se em 60% a mais a producdo de coladgeno em
relacdo ao controle, exceto para a concentracdo de 400
pmol/L, gque produziu 80% a mais de colageno em relacgdo ao
controle.

[096] Foi observado wum aumento na sintese de
coldgeno no ensaio de 48 horas para o Jgrupo controle e
tratado com o peptideo em relacdo ao ensaio de 24 horas.

Desenvolvimento dos sistemas coloidais

[097] 0O modo mais usual de descrever esses
sistemas € através do diagrama de fases terndrio, onde fase
aquosa, fase oleosa e tensoativo sdo representadas nos
vértices do tridngulo em gqual cada ponta indica 100% do
componente da formulacdo e o interior do triéngulo
representa a distribuicgdo isotermal de regides
estruturadas. O diagrama foi construido com os seguintes
componentes: éter oleilico de polioxietileno (tensocativo);
miristato de isopropila (fase oleosa); Agua Ultrapura (fase
aquosa). As formulacgdes foram preparadas a frio, misturando
primeiramente o tensoativo com a fase oleosa e, por ultimo
a fase aquosa.

[098] Uma emulséo foi preparada para estudo
comparativo nos ensaios de liberacdo do peptideo das
formulacgdes, permeacdo e retencdo cutdnea, com 0s sistemas
liquido <cristalinos escolhidos. Segue na tabela 5 a
composicdo da emulsdo.

Tabela 5. Composig¢cdo da emulsdo.

INCI name $p/p

Olivato de cetearil, olivato de sorbitano 6,00
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Manteiga de Karité 2,00
Fenoxietanol, Metilparabeno, Etilparabeno, 0,80
Propilparabeno, Butilparabeno, Isobutilparabeno

Acriloildimetiltaurato de amdénio/ VP Copolimero 0,10
Tetrasodium EDTA 0,10
Propileneglicol 1,00
Ciclometicona 0,50
Aqua g.s.p. 100

[099] Foram preparadas trinta e seis formulacdes

através da construcdo do diagrama de fases terndrio e, apds
24 horas de repouso, classificou-as visualmente quanto as
suas aparéncilas e consisténcias.

[100] A Figura 11 apresenta a construcdo do
diagrama de fase contendo éter oleilico de polioxietileno /
miristato de isopropila / &gua ultrapura a 25 °C + 2 °C.
Neste diagrama foram indentificadas seils fases (regides):
fase solucdo isotrépica (FSI), fase sistema liquido
cristalino lamelar anisotrépica (FSLCLA), fase sistema
liguido c¢ristalino hexagonal anisotrdépica (FSLCHA), fase
sistema opaco (FSO), fase sistema emulsionado homogénio
(FSEH) e separacdo de fases (SF). As formulacgdes escolhidas
para a caracterizacdo estdo identificadas no diagrama.

[101] A regido de FSI foi obtida com baixas
concentracdes de Aagua (10 a 20%), intermedidrias de oleo
(20 a 50%), altas e intermediarias de tenscativo (70 a 40%,
respectivamente). O uso do éter oleilico de polioxietileno
em altas concentracgdes (entre 80 e 70%) e em baixas

concentracdes de dgua (10 a 20%) permitiu a formacdo de uma
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maior regido de FSLCLA, caracteristica provavelmente
relacionada com a concentracdo micelar critica (CMC) do
tenscativo atingida nessas concentracdes. Conforme a
concentracdo de Agua aumentou entre os sistemas, foi
possivel sugerir que a parte apolar da molécula do
tensoativo se protegeu desse aumento de 4agua se agrupando
primeiramente em agregados micelares, gue por sua vez se
organizaram sob a forma de bicamadas na interface agua/dédleo
separando ambas as fases, caracteristica do arranjo liguido
cristalino de fase lamelar. Ainda com o aumento da agua foi
possivel observar gque esses agregados se organizavam em
estruturas cilindricas Dbidimensionais, como a de um
hexagono, caracterizando assim a fase hexagonal (FSLCHA).
Essa mudanca de fase provocou alteragdes relacionadas a
anisotropia com a visualizacdo de “estrias”, mudancas na
disténcia entre os objetos espalhadores e também alteracdes
relacionadas a viscosidade desses sistemas, caracteristicas
posteriormente confirmadas através da microscopia de luz
polarizada (MLP), espalhamento de raio-X a baixo Aangulo
(SAXS) e das medidas reoldgicas, respectivamente. Também
foi possivel observar uma pequena regidoc de sistemas opacos
de alta viscosidade (FSO), a qual ocorreu em concentracgdes
acima de 40% de agua, caracteristica provavelmente
relacionada com a formagcdo de ©possiveis 1ligacgbes de
hidrogénio, do oxigénio presente na molécula do tensocativo

com agua em excesso, dificultando sua mobilidade em direcédo
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a superficie das gotas de 6leo, proporcionando sistemas
menos transparentes. J& a formacdo de sistemas emulsionados
homogéneos (FSEH) foi obtida em concentragdes
intermedidrias de fase oleosa (40 a 60%). A separacado de
fases (SF) ocorreu em altas concentracdes de fase oleosa ou
aguosa e em baixa concentracdo de tensoativo.

[102] As formulacgdes escolhidas para estudo estéo
nas regides de sistema liquido cristalino anisotrdpico
lamelar e hexagonal.

Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas coloidais

[103] As formulacgdes selecionadas foram
caracterizadas por determinacdo do pH, microscopia de 1luz
polarizada (MLP), espalhamento de raio-X a baixo &ngulo
(SAXS) e reologia. Foram analisadas formulag¢gdes com e sem
peptideo.

[104] Para caracterizacéo dos sistemas foram
selecionadas as formulacdes indicadas na Figura 11, cujas
concentracdes dos componentes estdo apresentadas na tabela
6. A emulsdo preparada foi utilizada para comparacdo com OS
SLC nos ensaios. As formulacdes contendo peptideo tiveram
seu nome acrescido da letra P.

Tabela 6. Composicdo (%) dos sistemas 1iquido

cristalinos para caracterizacdo.

Formulacéo Fase oleosa Tensoativo Fase aquosa

F2 10 70 20

F7 10 50 40
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Determinacdo do pH

[105] Foi observado que as formulagdes
apresentaram pH dentro da faixa de pH da pele, numa faixa
de 4,98 a 6,35, quando o peptideo fol incorporado n&o houve
variacdo do pH das formulacdes.

Microscopia de luz polarizada (MLP)

[106] A MLP é um método importante na determinacdo
estrutural de sistemas liguido cristalinos, mas ndo pode
ser considerada uma técnica conclusiva. Portanto, a
continuidade dos estudos de caracterizacdo das formulacdes
fol realizada com a técnica de Espalhamento de Raios-X a
Baixo Angulo (SAXS).

[107] A Figura 12 apresenta as fotomicrografias da
formulacdo F2 correspondentes ao comportamento estrutural
dos sistemas sem e com o peptideo. A formulacdo F2
apresentou &areas anisotroépicas, evidenciando a presenca de
estruturas semelhantes a “cruzes de malta”, as quais séao
caracteristicas de fase lamelar. Aparentemente a
incorporacdao do peptideo nao promoveu alteracdes
significativas na estrutura do sistema.

[108] A Figura 13 apresenta as fotomicrografias da
formulacdo F7 correspondentes ao comportamento estrutural
dos sistemas sem e com o peptideo. A formulacgdo F7
apresentou &areas anisotroépicas, evidenciando a presenca de
estruturas semelhantes a “estrias”, as quais sdo

caracteristicas de fase hexagonal. Aparentemente a
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incorporacéo do peptideo nao promoveu alteracodes
significativas na estrutura do sistema.

[109] A Figura 14 apresenta as fotomicrografias da
formulacdo EM, sem e com o peptideo. Na formulacdo EM néao
fol observado A&reas anisotrdépicas, evidenciado por um
“campo escuro’”, o mesmo ocorreu com a formulacdo com ©
peptideo. As moléculas de tensoativo das emulsdes simples
se organizam em forma de micelas, nao podendo ser
observadas por MLP.

[110] De acordo com os resultados acima, observou-
se diferentes estruturas que podem ser formadas com a
modificacdo da composicdo dos sistemas, por exemplo, quanto
maior a gquantidade de &gua do sistema, mais estruturado o
sistema tende a ficar. A fase lamelar, ao se formar, assume
um estado intumescido pelo fato da agua ser adsorvida entre
as camadas de tensocativo, formando o dominio hidrofilico do
sistema liquido cristalino. A agua situada entre as lamelas
possul caracteristicas de &gua ligada, devido as fortes
interacdes entre suas moléculas e 0s grupos polares dos
tensoativos, 1sto ndo permite a perda por evaporacdao,
necessitando de maior energia que a disponivel a
temperatura da superficie cuténea para evaporar. A
organizacdo interna da fase hexagonal pode estar
relacionada com © arranjo ocorrido entre 0s trés
componentes constituintes das formulacdes, principalmente

entre a adgua e o tensocativo. Com o aumento da quantidade da
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dgua e consequente diminuicdo do tensocativo, a disposicéo
do tensocativo no sistema pode se rearranjar para outras
formas. Quando as forcas de solvatacdo no lado da agua séao
maiores que aquelas no lado do &éleo, o filme de tensoativo

5 se curva em direcdo a fase d6leo, assumindo uma configuracio
positiva assim, promovendo organizagdes mais rigidas e mais
complexas, tipicas de fase hexagonal.

Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

[111] A Figura 15 apresenta os espectros de SAXS

10 composto pela intensidade de espalhamento, I(g), em funcéo

do vetor de espalhamento (g), das formulagdes F2, F7 e EM

sem e com peptideo. As disténcias de correlacdo

determinadas pelo ensaio de SAXS estdo apresentadas na
tabela 7.

15 Tabela 7. As distdncias de correlacdo determinadas

pelo ensaio de SAXS das formulacbes F2, F7 e EM, sendo que

a amostra com a letra P contém peptideo.

Formulacgdo d Fase
F2 2: 3
Lamelar
F2p 2: 3
F7 1,70: 2: 2,5: 3
Hexagonal
F7P 1,73: 2: 2,6: 3
EM -—
EMP ——
[112] Nota-se a presenca de picos estreitos e

definidos para as formulacdes F2 e F7 com e sem o peptideo,

20 indicando um maior nivel de organizacdo estrutural destes
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sistemas. Através do valor da posigdo do vetor de
espalhamento (gmax) da formulacdo F2, foi possivel o
emprego da relacdo d = 2n/gmax. Assim, determinou-se a

disténcia entre os objetos espalhadores através da razdo
1:2:3:4:5, ogue equivale a um arranjo liquido cristalino de
periodicidade de fase lamelar. Para a formulacdo F7 foi
observado uma menor disténcia entre 0s objetos
espalhadores, portanto, arranjos mals organizados foram
obtidos. O emprego da relagcdo d = Zn/gmax determinou a
disténcia entre os objetos espalhadores através da razdo
VT}V§VJ4, revelando uma periodicidade em um arranjo liquido
cristalino de fase hexagonal. Porém, sugere-se ainda a
presenca de uma mistura de fase hexagonal com lamelar, como
observado nos valores de d obtidos pela curva de SAXS na
tabela 7. No espectro da formulacdo EM ndo foil visualizado
picos e sim apenas um maximo de intensidade num valor g#0,
seguido de uma longa cauda, caracteristica do perfil de
espalhamento de arranjos menos organizados, como sistemas
micelares. Os resultados de SAXS corroboram com 0S
resultados de MLP, onde observamos na formulacdo F2 “cruzes
de malta”, caracterizando fase lamelar, na formulacdo F7
“estrias”, caracterizando fase hexagonal e na formulacdo EM
“campo escuro”. As disténcias de correlacdo calculadas
através do SAXS confirmaram a estruturacdo observada nas
fotomicrografias da MLP e para as formulagles com O
peptideo incorporado observamos gue todas apresentaram
praticamente sobreposicdo das curvas, assim sugerindo que a
incorporacdo do peptideo ndo alterou a estrutura do
sistema.

Reologia
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[113] A caracterizacdo reoldgica dos sistemas
selecionados teve como objetivo avaliar as caracteristicas
estruturais das formulacgdes, determinando se a formulacdo
tem comportamento Newtoniano ou ndo-Newtoniano, se o fluido
¢ pléastico, ©pseudoplastico ou dilatante, se apresenta
tixotropia e se possui comportamento viscoelastico.

[114] Na Figura 16 estdo apresentadas as curvas de
fluxo das formulacdes F2, F7 e EM sem e com peptideo.

[115] Os reogramas apresentados na figura 28
demonstram qgque ndo existe relacdo linear entre os valores
de tensbes de cisalhamento e das taxas de cisalhamento,
explicando o comportamento ndo-Newtoniano das formulagdes
F2, F7 e EM.

[116] Todas as formulacdes apresentam perfil da
curva caracteristico de um fluido pléastico, onde &
necessaria uma tensdo 1inicial para o fluido escoar na
direcdo do fluxo, diminuindo a sua resisténcia interna e a
viscosidade, em funcdo da taxa de cisalhamento. Esta
caracteristica é desejavel a produtos de aplicacdo tdpica,
em que apds o cisalhamento a resisténcia inicial para a
formulacdo fluir diminui, refletindoe a facilidade de
aplicacéo.

[117] As formulacdes apresentam tixotropia, isto
é, grande habilidade de voltar a estrutura inicial apds a
perturbacdo do sistema, devido a &area de histerese entre a
curva ascendente e descendente, ou seja, apds ter sofrido o
cisalhamento crescente (0-100 S_H, com a reducdo gradual
deste cisalhamento até que cessasse, ndo fol observada uma
recuperacdo total da estrutura. Foi observada diferenca

estatisticamente significativa nos valores de 4rea de
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histerese das formulacdes, o© mesmo ndo ocorreu entre a
formulacdo e a formulacdo incorporada de peptideo, conforme
apresentado na tabela 8.

Tabela 8. Area de histerese das formulacdes F2, F7 e

EM, sendo que a formulacdo com a letra P contém o peptideo.

1 2 3 Média Desvio

Padriéo
F2 7622 6674 4258 6184,667°2 1734,563
F2P 5247 5167 3352 4588, 6672 1071,731
F7 1183 1012 959 1051,333" 117,0655
F7P 879 942 865 895,3333" 41,01626
EM 2244 2200 2103 2182,333° 72,14107
EMP 2783 2772 2764 2773° 9,539392

ANOVA p<0,05 seguida do teste de Tukey.

[118] Através das curvas de fluxo, foi possivel
avaliar o) melhor modelo recldgico que descreve o)
comportamento dos fluidos analisados. As formulacgdes sao
melhores descritas pela equacdo de Herschel-Bulkley, que
tem a seguinte equacéo:

T = To+Ky"

[119] Os wvalores correspondentes as variaveis
presentes na equacao de Herschel-Bulkley para as
formulacdes, estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Média dos pardmetros que descrevem as

formulacées F2, F7 e EM, de acordo com o modelo reoldgico

de Herschel-Bulkley.

To K n

F2 57,91 7,63 0,5098
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F7 70,23 16,45 0,9426
F7P 125,03 15,79 0,9043
EM 7,63 12,42 0,4191
EMP 3,12 12,64 00,3807
[120] Os valores de K e n obtidos caracterizam o

indice de consisténcia e o indice de comportamento de
fluxo, respectivamente. O indice de consisténcia indica o
grau de resisténcia do fluido diante do escoamento, ou
seja, guanto maior o wvalor de K, mais viscoso serad o
fluido. C indice de comportamento de fluxo qguando
apresentar valor menor que 1, determina que o fluido é do
tipo ndo-Newtoniano, pseudopléastico, como j& foi observado
nas curvas de fluxo.

Liberacdo do peptideo, permeacdo e retencdo cutdnea in

vitro

[121] Apds a avaliacdao da citotoxicidade e
biosintese de coldgeno do peptideo, foi determinada a
concentracdo ideal, assim fez-se a incorporacgédo do peptideo
nas formulacdes para realizar os ensaios de liberacdo,
permeacdo e retencdo cutdnea, de modo a avaliar o perfil de
liberacdo da formulacdo, se had permeacdo para a corrente
sanguinea e qual a concentracdo gque ficaria retida na pele,
garantindo assim que o composto ativo fique retido na
concentracdo e local desejado.

[122] Foram avaliadas trés formulacdes diferentes
(F2, F7 e EM) contendo de 200 a 290 mol/L do peptideo. Tal
procedimento foi adotado para que fosse possivel avaliar se
a formulacdo tem influéncia no perfil de 1liberacao,

permeacdo e retencdo cutdnea e, sobretudo, para que a
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partir da concentracdo de liberacdo, permeacdo e retencgado
cutdnea fosse possivel avaliar a efetividade e seguranca
destas formulacgdes, no que diz respeito aos ensaios de
biossintese de coldgeno e avaliacdo da citotoxicidade do
peptideo.

[123] Para a quantificacdo do peptideo liberado da
formulag¢do, que permeou e ficou retido na epiderme e derme
foi utilizada a CLAE. Para isso, foram utilizadas as curvas
analiticas construidas com concentracdes do peptideo usando
como solventes, o tampao fosfato (pH 7,4) e a uma solucado
de acetonitrila/édgua (1:1), mostradas nas Figuras 17 e 18.
Na avaliacdo da liberacdo do peptideo e da permeacdo
cutdnea, o tampdo fosfato (pH 7,4) foi usado como solucgédo
receptora e, na avaliacdo da retencdo do peptideo no
estrato cbrneo e na epiderme/derme, a solucdo de
acetonitrila/dgua (1:1) foi utilizada para a extracdo do
ativo da membrana bioldgica.

[124] As condig¢bes “sink” foram garantidas, uma
vez que a solubilidade do peptideo em solugdo receptora
(tampdo fosfato pH 7,4) é de 4,553 mol/L.

Andlise de interferentes

[125] Foi injetada em CLAE a solucdo receptora e o
peptideo, em uma concentracdo conhecida, dissolvido em
solucdo receptora para verificacdo da sua influéncia nos
ensaios de liberacdoc e permeacdo. Os resultados obtidos
estdo nasFigurasl9 e 20.

[126] Verifica-se nas Figuras 19 e 20, que a
solugdo receptora ndo influencia a analise, pois ndo foi

observado pico no mesmo tempo de retencdo do peptideo.
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Avaliacdo da cinética de liberacdo do peptideo in

vitro

[127] O ensaio de liberacdoc fol realizado para
verificar se a formulacdo é capaz de liberar o peptideo e
verificar a guantidade liberada em um intervalo especifico
de tempo, de modo a caracterizar o sistema quanto ao seu

modeloc cinético de liberacdo.

[128] A solucgdo receptora foil coletada das células
de Franz nos tempos determinados e, em seguida
quantificadas por CLAE. A partir dos resultados, a

concentracdo de peptideo foi calculada através da equacio
da reta obtida da curva analitica do peptideo em solugéo
receptora. Assim, as concentracgdes obtidas foram aplicadas
na Equacao:

Q real, ¢t = Ct . Vr + 2 Vc . Cc

Onde: Q real, t = quantidade real permeada referente

ao tempo t;

Ct = concentracdo obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solucao receptora (7 mlL);

Cc = concentracdo da amostragem anterior;
Ve = volume amostrado (coletado + limpeza).
[129] Através destes valores, foram elaboradas as

tabelas 10, 11 e 12, para cada formulacdo. O coeficiente de
variacdo (CV) foi calculado através da equacgdo:
cv bP 100
= — X
M
Onde: DP é o desvio padréo
M é a média das seis replicatas

Tabela 10. lLiberacdo do peptideo da formulacdo F2.

Tempo (h) Qreal (pmol/cm?) D) CV (%)

0,5 0,26 0,81 7,6




1 0,42 1,29 5,5
2 0,73 2,21 6,2
4 1,13 3,45 4,5
6 1,75 5,35 4,2
8 2,43 7,42 4,7
10 3,29 10,05 3,6
12 4,43 13,52 4,5
Tabela 11. Liberacdo do peptideo da formulagdo F7.
Tempo (h) Qreal (pmol/cm?) CcvV (%)
0,5 0,15 0,45 7,9
1 0,37 1,10 3,6
2 0,69 2,03 3,1
4 1,10 3,26 3,3
6 1,57 4,62 8,2
8 2,04 6,02 3,2
10 2,51 7,40 6,9
12 2,90 8,56 5,4
Tabela 12. Liberacdo do peptideo da formulacdo EM.
Tempo (h) Qreal (pmol/cm?) cv (%)
0,5 1,61 4,75 5,4
1 1,66 4,89 8,9
2 2,65 7,81 6,9
4 4,09 12,06 6,06
6 5,03 14,83 6,9
8 4,93 14,55 4,8
10 5,43 16,03 5,5
12 6,09 18,00 8,6
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[130] Observa-se que o CV do ensaio de liberacéo
do peptideo estd dentro dos limites especificados pelo SCCP
(Scientific Committee on Consumer Products, 2006), ou seja,
menores gque 10%.

[131] Apdbs 12 horas de avaliacdo, foi wverificada
maior porcentagem de liberacdo do peptideo na formulacgdo EM
(18%) . Nesta formulacdo o ativo estd solubilizado na fase
aquosa da emulsdo e, esta ndo possul estruturas muito
ordenadas, assim a difusdo do peptideo & favorecida, uma
vez que as barreiras para a difusdo do ativo sdo menores.
As formulacdes F2 e F7 liberaram de forma controlada o
peptideo dos sistemas, sendo gue uma menor porcentagem
liberada apds 12 horas & observada para a formulacgdo F7, em
comparacdo com a FZ2. Isto ocorre provavelmente em funcdo do
arranjo estrutural existente neste Sistema (fase
hexagonal). A mobilidade das moléculas do ativo é diminuida
devido a presenca de barreiras fisicas existentes em razéo
da formacdo dos cilindros de tensoativo da fase liguido
cristalina. Ja& na formulacdo F2, a liberacgdoc do ativo foi
um pouco maior devido a presenca de lamelas de tensoativo,
que proporcionam uma melhor mobilidade do ativo, pois séo
estruturas menos rigidas. Nas formulagdes F2 e F7, o ativo
pode estar presente na interface tenscativo-dgua ou ainda
interagindo com a fase aquosa localizada no exterior dos
cilindros, fase hexagonal, e entre as lamelas, fase
lamelar. A Figura 21 apresenta o perfil de liberacdo do
peptideo nas formulacdes.

[132] Sugere-se que a liberacdo do peptideo
contido nas formulacgdes foi influenciada pelo arranjo

estrutural presente nos SLC, e ndo pela viscosidade dos
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sistemas. Pois nédo houve diferenca estatisticamente
significativa nos valores de viscosidade dos sistemas, como
mostrado nas medidas reoldgicas em Caracterizacdo dos
Sistemas Coloidais.

[133] As formulacdes sdo capazes de liberar o
peptideo nelas contidos, assim permitindo que o mesmo tenha
contato com a pele para estar liberado para a penetracgéo
cutdnea. Uma vez disponivel para penetracdo na superficie
da pele, a penetracdo e permeacdo do ativo irdo depender da
capacidade destes em atravessar a camada cdbdrnea, e de
caracteristicas como lipofilicidade e tamanho da molécula.

[134] Foi avaliado também, o modelo de cinética de
liberacdo do peptideo nas formulagdes. Para isto, foram
aplicados trés modelos matemdticos para interpretacdo da
cinética de liberacdo: zero ordem, primeira ordem e modelo
de Higuchi. Os modelos cinéticos foram avaliados através da
linearizacédo dos dados da liberacdo de acordo com o tempo e
porcentagem do ativo liberado. O modelo de zero ordem
representa a relacdo entre a quantidade real de peptideo
liberado (umol/L) em funcdo do tempo; o modelo de primeira
ordem representa o logaritmo da porcentagem de peptideo
liberado em funcdo do tempo; o modelco de Higuchi representa
a quantidade real de peptideo liberado (umol/L) em funcgéo
da raiz guadrada do tempo. Para a escolha do modelo mais
adequado foi utilizado o coeficiente de correlacdo (R?),
que se aproxima da perfeita linearidade. Na tabela 13 estéo
apresentados os R’ da linearizacdo das curvas dos perfis de

liberacédo do peptideo nas formulacdes.
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de correlacdo

(R°)

formulacdes FZ2,

F7 e EM dos modelos matematicos de zero

ordem, primeira ordem e Higuchi.

Formulacgéo Zero ordem Primeira ordem Higuchi
F2 0,9769 0,9419 0,9068
F7 0,9968 0,8312 0,9829
EM 0,9076 0,8244 0,9671
[135] Para as formulacdes F2 e o modelo

matemadtico que melhor se aplicou foi o de zero ordem e para

a formulacdec EM, fol o modelo de Higuchi. A Figura 22

apresenta o grafico de cinética de liberacd&o das

formulacgdes F2 e F7 e a Figura 23 apresenta o grafico de
cinética de liberacdo da formulacdo EM.

[136] 0O modelo de zero ordem pode ser usado para

descrever a liberacdo modificada de ativos de varias formas

farmacéuticas, como sistemas osmbéticos, formas revestidas,

sistemas transdérmicos, entre outros. As formas

farmacéuticas gque seguem esta cinética liberam a mesma

gquantidade de ativo por unidade de tempo, o gque & ideal

para alcangar acdo farmacoldgica prolongada. Esta cinética
indica que a taxa de liberacdo é independente do tempo, ou

seja, neste caso pode ser atribuida ao comportamento

dindmico da fase lamelar e hexagonal que controlam a
liberacdo do ativo.

[137] 0O modelo de Higuchi descreve a liberacdo do
ativo por um processo de difusdo de substancias contidas
nos sistemas matriciais. Este modelo foi o gqual melhor se

ajustou a formulacdo EM.
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[138] Através da analise dos resultados obtidos, &
possivel dizer que o perfil reoldgico de formulacdo EM pode
ter interferido de maneira significativa no perfil de
liberacé&o do peptideo da formulacdo, devido a sua alta
viscosidade conferida pelo polimero sintético
(acriloildimetiltaurato de aménio / VP copolimero) contido
na fase aguosa da formulacdo, cujo lugar o ativo esta
solubilizado.

Avaliacdo da permeacdo cutdnea in vitro do peptideo

AcWAhxKTTKS contido nas formulacébes

[139] Da mesma forma como foi feito na avaliacédo
da cinética de liberacdo do peptideo das formulag¢des, na
avaliacdo da permeagdo cutdnea do peptideo, a solucédo
receptora foi coletada e quantificada por CLAE.

[140] Na avaliacao da permeacdo cutéanea do
peptideo AcCWAhxKTTKS contido nas formulagdes F2, F7 e EM,
ndo foi possivel quantificar o peptideo permeado. Isto
ocorreu porque a quantidade de peptideo que permeou foi
muito pequena ou inexistente. Assim, a quantificacdo ndo
foi possivel devido & quantidade de peptideo permeado estar
abaixo do limite de quantificacdo e deteccdo.

Avaliacdo da retencdo no estrato c¢cbérneo e na

epiderme/derme do peptideo ACWAhxKTTKS contido nas

formulacgdes

[141] A tabela 14 apresenta os resultados de
retencdo do peptideo no estrato cdrneo e na epiderme/derme
empregando as formulacdes F2, F7 e EM apds 12 horas de
experimento.

Tabela 14. Retengdo cutdnea do peptideo nas

formulacdes apds 12 horas de experimento (umol/cm®) .
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Formulacéo F2 F7 EM
Estrato cérneo (umol/cmﬂ 1,96 (£24,9) 1,08 (£18,5) 5,65 (£17,6)
Epiderme/Derme (pmol/cmz) 3,43 (£19,3) 1,04 (£2,1) 0

[142] Os wvalores representam as médias e o0s

coeficientes de variacdo referentes a cinco determinacdes.

[143] A Figura 24 demonstra os valores obtidos no
ensaio de retencdo cutdnea das formulagdes, no estrato
cdébrneo e epiderme mails derme.

[144] Na retencao cuténea e} coeficiente de
variacdo (CV) ficou entre 2 e 25%. Segundo o (SCCP/0970,
2006), 0s resultados de absorcdo cutédnea devem ser
reprodutiveis, utilizando-se um minimo de seis amostras e ©
CV deve ser inferior a 30%. O CV no ensaio de retencdo é
maior do que no ensaio de liberacdo porque e as espessuras
da camada cbrnea, epiderme e derme sdo variaveis,
promovendo assim, variacdes na permeabilidade cuténea.

[145] A Figura 24 mostra que as formulacdes F2 e
F7 apresentaram uma retencdo média na epiderme/derme de
3,43 e 1,04 pmol/cm® do peptideo, sendo equivalente a 10% e
3% do peptideo incorporado nas formulacgdes,
respectivamente. Portanto, a concentracdo de peptideo da
formulacdo F2, que atingiu as camadas mais profundas da
pele, foi superior. A formulacdo EM ndo apresentou retencio
na epiderme/derme do peptideo.

[146] O perfil de retencdo no estrato cdrneo
também pode ser observado na Figura 24, e verifica-se que a
formulagcdo EM ficou 100% retida nesta camada (5,65

pmol/cm?). Nas formulacbes F2 e F7, observa-se uma retencao
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no estrato c¢bérneo maior para a formulacdo F7, quando
comparada com a retencdo na epiderme/derme.

[147] Os resultados obtidos com as formulacdes F2
e F7 sdo satisfatdérios, pois podemos dizer que nédo houve
permeacdo do peptideo, sendo uma caracteristica desejada
para um produto cosmético. Além disso, o peptideo foil capaz
de permanecer retido na epiderme/derme, sendo na derme, o
local onde deve ter acao.

[148] Com base nestes resultados, podemos dizer
gue se 100% do peptideo tivesse ficado retido na derme nas
formulacdes F2 e F7, possivelmente teriamos uma producido de
coldgeno de 70% para a formulagdo F2 e 21% para a
formulagdo F7 em 24 horas de ensaio.

Conclusébes

[149] As técnicas de caracterizacdo estrutural
revelaram a formacdo do peptideo andlogo AcCWAhxKTTKS. Os
resultados revelaram ainda gque este peptideo fol capaz de
promover um aumento de cerca de 80% na producdo de colageno
em células de fibroblastos presentes na derme humana.

[150] Foi possivel obter sistemas liquido
cristalinos lamelares e hexagonais contendo o peptideo
AcCWAhxKTTKS que atuaram como sistemas de liberacéo
controlada do mesmo.

[151] As formulagdes liquido cristalinas avaliadas
favoreceram a penetracdo do peptidec AcWAhxKTTKS até o
local alvo (derme) em gquantidade suficiente para promover

um aumento na biossintese de colégeno.
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REIVINDICAGOES

1. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, CARACTERIZADA

pelo fato de compreender as seguintes etapas:
- acoplamento;

- desprotecado;

lavagem.
2. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de wutilizar a

estratégia Fmoc para a protecdo do grupo o-amino.
3. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de wutilizar a

resina Fmoc-Ser (tBu)-Wang, com um grau de substituicdo de
0,64 mmol/g.
4, Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato da etapa de

acoplamento compreender: ativadores N, N’ -
diisopropilcarbodiimida (DIC)/ N-hidroxibenzotriazol (HOBt)
para ativacdo do grupo <carboxila do Fmoc-amino&cido
acoplante durante duas horas de agitacgdo utilizando como
solvente 50% de dimetilformamida (DMF) em diclorometano
(DCM) .

5. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de os Fmoc-

aminoacidos e os ativadores serem utilizados com um excesso
de duas vezes em relacdo a quantidade de sitios ativos
livres iniciais na resina.

6. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 5, CARACTERIZADA pelo fato de o wvalor do

excesso ser calculado utilizando-se a escala de sintese de

0,2 mmol.
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7. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de a etapa de

desprotecdo do grupo amino ser realizada por meio da reacdo
com uma solucdo de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF)
durante 1 hora e 20 minutos.

8. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, CARACTERIZADA pelo

fato de as etapas de acoplamento e desprotecdo serem
realizadas por passos ciclicos intercalados por lavagens
para eliminacdo dos reagentes utilizados e subprodutos
obtidos.

9. Sintese do peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com

qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 8, CARACTERIZADA pelo

fato de ao final da sintese o triptofano ser acetilado com
anidrido acético por 30 minutos, sob agitacdo.

10. Peptideo AcWahxKTTKS CARACTERIZADO pelo fato de

ser sintetizado pelo método da sintese de peptideos em fase
sblida (SPFS) conforme definido em qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 9.

11. Peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com a

reivindicacdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de compreender

modificacdes na sequéncia peptidica KTTKS.
12. Peptideo AcWahxKTTKS, de acordo com as

reivindicac¢des 10 ou 11, CARACTERIZADO pelo fato de as

modificacgbes compreenderem a adicdo de uma molécula de
acido aminocaprdico e de um residuo de tripfano.
13. Uso do peptideo AcWahxKTTKS, como definido em

gualgquer uma das reivindicacSes 10 a 12, CARACTERIZADO pelo

fato de ser no preparo de composicgdes cosméticas ou

dermofarmacéuticas contendo o mesmo para
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antienvelhecimento, tratamento de rugas e linhas de
expressdes faciais.
14. Uso, de acordo com a reivindicacao 13,

CARACTERIZADO pelo fato de as composicdes compreenderem

sistemas liguido cristalinos.
15. Uso, de acordo com as reivindicagdes 13 ou 14,

CARACTERIZADO pelo fato de os sistemas liquido cristalinos

serem compostos por tensoativo, fase oleosa e fase aquosa.
le. Uso, de acordo com a reivindicacgao 15,

CARACTERIZADO pelo fato de o tensocativo ser o éter oleilico

de polioxietileno.
17. Uso, de acordo com a reivindicacéo 15,

CARACTERIZADO pelo fato de a fase oleosa ser o miristato de

isopropila.
18. Uso, de acordo com a reivindicacéo 15,

CARACTERIZADO pelo fato de a fase aquosa ser Aagua

ultrapura.
19. Uso, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacdes 13 a 18, CARACTERIZADO pelo fato das

formulagdes de sistema liguido c¢ristalino estarem nas
regides anisotrdpico lamelar e hexagonal.
20. Uso, de acordo com a reivindicacéo 19,

CARACTERIZADO pelo fato das formulagdes de sistema ligquido

cristalino da regido anisotrdépico lamelar serem compostas
por 10% de fase oleosa, 70% de tenscativo e 20% de fase
aquosa.

21. Uso, de acordo com a reivindicacédo 19,

CARACTERIZADO pelo fato das formulagdes de sistema liquido

cristalino da regi&o hexagonal serem compostas por 10% de

fase oleosa, 50% de tensocativo e 40% de fase aquosa.
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22. Uso, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 13 a 21, CARACTERIZADO pelo fato das

formulacdes compreenderem de 200 a 290 umol/L do peptideo.
23. Uso, de acordo com gualquer uma das

reivindicag¢des 13 a 22, CARACTERIZADO pelo fato de as

formulagbes compreenderem sistemas de liberacdo controlada.
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Resumo
“SINTESE DO PEPTIDEO AcWahxKTTKS, PEPTIDEO AcWahxKTTKS E
SEU USO”

A presente invencgdo apresenta a sintese do peptideo
AcWahxKTTKS, onde foi adicionada a “seqguéncia mide” (KTTKS)
uma molécula de acido caprdico, gque € um 4cido graxo
insaturado composto por 6 atomos de carbono, encontrado
naturalmente nas gorduras e &leos minerais, para conferir
um grau de lipofilicidade ao peptideo e favorecer na
permeabilidade do mesmo na pele. Adicionou-se também o
triptofano, que é um aminocdcido aromdtico essencial para a
nutricdo humana, visando proporcionar fluorescéncia ao
peptideo e assim quantificd-1o na pele através de um método
mais eficiente e sensivel. O triptofano fol acetilado para
diminuir a interacdo do peptideo com a agua, a fim de
ajudar na penetracdo do peptideo na pele. O peptideo
AcWahxKTTKS estimula a sintese de coléageno nos
fibroblastos, reduzindo ou eliminando, desta forma, as

rugas e linhas de expressdo na pele.



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos
	Resumo

