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(57) Resumo: COMPOSICAO FARMACEUTICA
E USO DA MESMA. A presente invencgéo refere-
se a uma composicao farmacéutica
compreendendo um sistema liquido-cristalino
(SLC) incorporando o trans-resveratrol (RES) e
uso da mesma para tratamento de desordens
cutaneas, preferencialmente,
fotoenvelhecimento cutaneo. Uma vez que o
RES apresenta baixa solubilidade em &agua,
propde-se um sistema de liberac&o liquido-
cristalino para sua administracéo topica,
otimizando sua acé&o farmacologica.
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COMPOSIGAO FARMACEUTICA E USO DA MESMA

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente 1invencdo se insere no campo de
aplicacéo da Quimica, Farméacia, Medicina e, mais
especificamente, nas &areas de nanotecnologia e preparacdes
para finalidades médicas uma vez gque se refere a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um sistema liquido-
cristalino incorporando o trans-resveratrol e uso da mesma
para tratamento de desordens cuténeas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A exposicdo da pele a diversos agentes
externos pode causar sérios danos e contribuir para o
desenvolvimento de varias doencas cutdneas. A radiacéo
solar wultravioleta (UV) ¢ dividida, de acordo com o
comprimento de onda, em trés regides: UVA (320-400 nm), UVB
(280-320 nm) e UVC (200-280 nm), sendo que esta ultima é
absorvida pela camada de ozdbénio da atmosfera da Terra e,
portanto, o© seu papel na patogénese humana € minimo. A
radiacdo UVA é mais penetrante que a UVB e induz a formacdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) gue, por sua vez,
interagem com proteinas e lipideos ocasionando alteracdes
na funcdo celular e mutacgdes no DNA. J& a radiacdo UVB é a
responséavel por varios danos imediatos a pele, como por
exemplo, inflamacdo, queimadura e hiperpigmentacdo. Além
disso, causa dano direto ao DNA e também ocasiona a
proliferagdo de EROCs.

[003] Os efeitos da energia solar sobre a pele séao
determinados pela dose e duracdo da exposicdo aos raios UV,
e pela area exposta e pré-disposicdo genética do individuo.

Os efeitos nocivos dessa radiacdo sobre a pele podem sexr
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imediatos, como queimaduras e prurido, ou crdnicos, como
foto envelhecimento, hiperpigmentacdo e cancer de pele.

[004] A radiacdo UV tem sido associada a crescente
incidéncia de cancer de pele ao redor do mundo. Desde 1940,
houve crescimento de 600% nos casos de cancer de pele ndo-
melanoma e melanoma. O carcinoma do tipo ndo melanoma é o
mais frequente no Brasil e corresponde a 25% dos tumores
malignos, apresentando alto percentual de cura e baixa
mortalidade. J& o carcinoma do tipo melanoma &€ o mais grave
devido a sua alta possibilidade de metéastase, porém,
corresponde a 4% das neoplasias malignas registradas no
pais.

[005] Estudos anteriores demonstraram gque o trans-
resveratrol (RES) atua como um importante aliado na
prevencdo e no tratamento de desordens cuténeas, como a
carcinogénese, e também pode auxiliar no tratamento e
prevencdo do foto envelhecimento. Além disso, este composto
natural apresenta outros efeitos benéficos a saude humana,
tais como atividade antioxidante, anti-inflamatéria, acéo
cardioprotetora, que 1inclui supressdo da peroxidacéo
lipidica e da sintese de eicosanoides, inibicdo da
agregacgdo plaguetaria e acgdo vaso relaxante.

[006] Um dos maiores problemas relacionados ao RES
é a baixa Dbiodisponibilidade in vivo quando administrado
por via oral. Em mamiferos, esta substlncia sofre rapida
metabolizacdo hepdtica e intestinal, em torno de 30 a 60
minutos apds a sua administracgdo. Desta forma, a sua
utilizacdo sistémica ¢é prejudicada, uma vez gque o pico
plasmatico diminui rapidamente.

[007] Logo, a administracdo cutdnea do RES pode
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ser conveniente a fim de localiza-lo no seu sitio de acdo.
No entanto, algumas propriedades fisico-gquimicas, como
limitada solubilidade aquosas, dificultam sua eficiéncia
terapéutica tdépica, uma vez que possul baixa penetragdo na
pele.

[008] As estratégias tecnoldgicas que apresentem a
capacidade de compartimentalizar eficientemente diversos
grupos de principios ativos e de modificar suas
propriedades e comportamento em meio bioldgico, podem ser
adotadas objetivando melhorar aspectos relacionados a
formulagdo, como instabilidade e baixa eficdcia. Sabe-se
gque a introdug¢do de um novo principio ativo no mercado,
além de levar varios anos de pesquisa, envolve custos
altissimos. Assim, uma alternativa que pode ser empregada
para contornar estes elevados custos é recorrer a
estratégia de desenvolvimento de sistemas de liberacdo para
estes principios ativos, o que tem permitido o aumento de
eficiéncia de diversas substancias ativas, a reintroducéo
de outros principios ativos anteriormente descartados por
suas propriedades indesejaveis e o aprimoramento de novas
substédncias antes qgue sejam efetivamente lancadas no
mercado ou utilizadas na terapéutica.

[009] Dessa forma, durante os uUltimos anos tém
sido desenvolvidos novos veiculos com o cbjetivo ndo sb6 de
aumentar a seletividade e eficédcia de principios ativos,
como também, permitir a reducdo da dose total necessaria,
minimizando os efeitos colaterais téxicos, além de permitir
o controle de liberacéo.

[010] Em virtude do grande numero de citacdes na

literatura cientifica, as indastrias farmacéuticas e
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cosméticas tém se mostrado interessadas no desenvolvimento
de sistemas nancestruturados, o0s guals apresentam vantagens
relacionadas principalmente ao fato de promoverem liberacédo
controlada de férmacos, além de ©protegerem principios
ativos da degradacédo térmica ou fotodegradacéo.

(0111 Os Sistemas ligquido-cristalinos (SLC)
apresentam propriedades de um sdélido cristalino e de um
liguido isotrdépico e estdo ganhando notoriedade como um
carreador de substéncias ativas para administracdo cuténea,
principalmente em virtude de suas caracteristicas de
interagdo com o estrato cdérneo e outras camadas da pele,
além da capacidade de arranjo do féadrmaco com efeito
protetor e sustentador da liberacdo. Quando comparado com
outros veiculos, como emulsdes e géis, o0s SLC apresentam a
vantagem de controlar a liberacdo do farmaco, promoverem
baixa irritacdo cuténea e protegerem a substlncia ativa da
acdo da luz. Além do mais, os SLC apresentam tamanho de
particula reduzido, aumentando o contato com o estrato
cbébrneo e promovendo maior penetracdo cutdnea. Tals sistemas
também apresentam normalmente baixo custo, possibilidade de
producdo em escala industrial e, ainda, melhora da estética
do produto final devido a sua aparéncia transliacida e
transparente.

[012] Existem poucos estudos focados no
desenvolvimento de sistemas de liberacdoc contendo RES.
Grande parte dos estudos envolve o uso de nanoparticulas
lipidicas sdélidas (NLS) e lipossomas para 1incorporacdo
desta substancia ativa. Foil demonstrado que NLS contendo
RES podem atravessar a membrana celular dos queratindcitos,

aumentando o tempo de exposicdo das células a esta
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substéncia. Na literatura, utilizaram nanoparticulas de RES
ligado a albumina sérica bovina em ratos com céncer de
ovadrio primdrio. Os resultados demonstraram maior inibicéo
do crescimento tumoral para o RES incorporado na
nanoparticula gque para aquele livre. Encapsulou-se RES em
lipossomas e observaram aumento da estabilidade e da
atividade antioxidante, permitindo também uma liberacéo
sustentada desta substéncia.

[013] De maneira geral, as publicacdes verificadas
apresentaram resultados promissores gque justificam estudos
que evidenciem a liberacdo controlada do RES, dentre eles
envolvendo SLC, objetivando aumentar sua biodisponibilidade
e diminuir sua dose administrada. Logo, sua utilizacao em
SLC para administracdo cuténea seria extremamente viavel, a
fim de localizad-lo no seu sitio de acéo.

ESTADO DA TECNICA

[014] A presente invencgéo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um sistema liquido-
cristalino incorporando o trans-resveratrol (RES) e uso da
mesma para tratamento de desordens cuténeas.

[015] 0O documento CN102614127, “Resveratrol
nanoscale dispersoid and preparation method thereof”,
descreve a utilizacdo de composicdes nano encapsuladas
baseadas no resveratrol, sendo que a concentracdo deste
composto no sistema é de 1 a 20% - diferindo da composicdo
da presente invencdo, que & de 0,1%, além de tratar-se de
trans-resveratrol.

[01l6] O documento RU2009123421, “Method of
applying trans-resveratrole nano-form for treatment and

prevention of hormone-dependent proliferative processes,
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including tumours”, descreve o uso de trans-resveratrol
nano encapsulado com propriedades antiproliferativas em
desordens hormonais - diferindo, portanto no tipo de
utilizacdo, tendo em vista que a presente invencdo tem
aplicacdo cuténea.

[017] 0O documento RU2010102983, “Pharmaceutical
composition for transdermal application for increase of
drug activity and decrease of side effects”, refere-se ao
processo de nano encapsulamento em emulsdo fosfolipidica de
diversos principios ativos, incluindo o resveratrol, em
utilizacdo dérmica ~ mas ha diferencas guanto aos
componentes da emulsdo nano encapsulada em relacdo a
presente invencao.

[018] Tratam—-se, portanto de tecnologias diversas
da presente invencdo, constituintes do estado da técnica,
mas qgue ndo prejudicam o0s requisitos de novidade e
atividade inventiva.

Objetivos e vantagens da invencdo

[019] A presente invencdo tem  por objetivo
desenvolver uma composicdo farmacéutica compreendendo um
sistema de liberacd&o nanoestruturado para o trans-
resveratrol (RES) gue otimize a utilizacdo desta substéncia
ativa na terapia tépica antioxidante e no tratamento de
desordens cutdneas decorrentes do estresse oxidativo.

[020] Uma vez gue 0 RES apresenta baixa
solubilidade em &gua, propde-se um sistema de liberacdo
liguido-cristalino para sua administracéao tépica,
otimizando sua acdo farmacoldgica. A utilizacdo de sistemas
liquido-cristalinos pode ser interessante a fim de

localizar o farmaco em seu sitio-alvo, modulando sua acgdo e
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reduzindo possiveis efeitos colaterais, além de aumentar a
sua penetracdo através do estrato cdrneo.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

[021] A presente invencéo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um sistema liquido-
cristalino (SLC) incorporando o© trans-resveratrol (RES) e
uso da mesma para tratamento de desordens cuténeas. Foram
desenvolvidos SLCs para incorporacdo do RES e 0S mesmos
foram caracterizados por meio de microscopia de luz
polarizada (MLP), espalhamento de raios-X de baixo &angulo
(SAXS), anéalise de perfil de textura e reologia. Foram
realizados ensaios de liberacdo, retengdo e permeacdo 1in
vitro empregando pele de modelo animal. Avaliou-se ainda a
eficdcia anti-inflamatdria e antioxidante in vivo de RES
incorporado nas formulacdes pelos seguintes ensaios: edema
cutdneo, atividade da mieloperoxidase (MPO), secrecdo-
atividade da metaloproteinase-9 (MMP-9) e IL-10, dosagem de
GSH, FRAP, ABTS, <catalase, hidroperdxidos 1lipidicos e
producdo do &nion superdxido. Os pontos de trabalho foram
selecionados fixando-se a fase aquosa - FA (dispersdo de
Carbopol® 974 0,5%) em 25% e variando-se o tensocativo -
silicone DC® 5329 (T) e a fase oleosa - silicone DC® 193
(FO). De acordo com os resultados de MLP e BSAXS, as
formulacgdes apresentaram estrutura lamelar e se comportaram
como um fluido ndo newtoniano, pseudoplédstico e tixotrdpico.
Além disso, os estudos reoldgicos demonstraram que as
formulagdes possuem certo grau de estruturacdo. Na anadlise
do perfil de textura e biocadesdo in vitro, as formulacdes
desenvolvidas foram biocadesivas e apresentaram

espalhabilidade na pele. Estudos de citotoxicidade
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realizados com células Caco-2 e SV-80 evidenciaram que os
componentes da formulacdo ndo sdo citotdxicos. Os ensaios
de liberacdo, permeacdo e retencdo cut@nea in vVvitro
evidenciaram ©pequena liberacgéo, permeacdo e retencédo
cutédnea para o RES incorporado em F1 (25% FA, 55% T e 20%
FO). Nos ensaios in vivo observou-se que o RES incorporado
nesta formulacéo possui elevada capacidade anti-
inflamatéria e antioxidante. Os resultados obtidos sugerem
que este sistema contendo RES, em virtude das
caracteristicas estruturais, acitotdxicas, antioxidantes e
anti-inflamatérias, é promissor para utilizacéo no
tratamento de desordens cuténeas decorrentes do estresse

oxidativo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[022] A Figura 1 mostra fotomicrografias das
formulacdes obtidas por microscopia de luz polarizada - A:
Fl; B: F2; C: F3; D: F4.

[023] A Figura 2 mostra fotomicrografias das
formulacdes obtidas por microscopia de luz polarizada com a
presenca de 0,1% de Trans-resveratrol - A: F1R; B: F2Z2R; C:
F3R; D: F4R.

[024] A Figura 3 representa graficamente as curvas
de SAXS das formulacdes Fl, F2, F3, e F4 acrescidas ou néo
de trans-resveratrol. (A) Fl e FIR, (B) F2 e F2R, (C) F3 e
F3R, (D) F4 e F4R.

[025] A Figura 4 representa graficamente a tenséo
de c¢isalhamento em funcdo da velocidade de c¢isalhamento
para formulacdo F1l.

[026] A Figura 5 representa graficamente a Tenséo

de cisalhamento em funcdo da velocidade de cisalhamento
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para formulacdo F2.

[027] A Figura 6 representa graficamente tensido de
cisalhamento em funcdo da velocidade de cisalhamento para
formulacédo F3.

[028] A Figura 7 representa graficamente a tenséo
de c¢isalhamento em funcdo da velocidade de cisalhamento
para formulacdo Fl e Fl acrescida RES (F1R).

[029] A Figura 8 representa graficamente a tenséo
de cisalhamento em funcdo da velocidade de cisalhamento
para formulacdo F2 e F2 acrescida de RES (FZ2R).

[030] A Figura 9 representa graficamente a tenséo
de c¢isalhamento em funcdo da velocidade de cisalhamento
para formulacdo F3 e F3 acrescida de RES (F3R).

[031] A Figura 10 representa graficamente a
variacdo do mbédulo de armazenagem G, médulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacgdo Fl.

[032] A  Figura 11 representa graficamente a
variacdo do médulo de armazenagem G’, médulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacdo F2.

[033] A  Figura 12 representa graficamente a
variacdo do mbédulo de armazenagem G, médulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacgdo F3.

[034] A  Figura 13 representa graficamente a
variacdo do médulo de armazenagem G, médulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacdo F4.

[035] A Figura 14 representa graficamente a
variacdo do mdédulo de armazenagem G’, médulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da fregquéncia para formulacdo Fl e F1
acrescida de RES (F1R).

[036] A Figura 15 representa graficamente a
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variacdo do mbédulo de armazenagem G, mdédulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacdo FZ2 e F2
acrescida de RES (F2R).

[037] A  Figura 16 representa graficamente a
variacdo do mbédulo de armazenagem G’, mbdédulo de perda G’'' e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacdo F3 e F3
acrescida de RES (F3R).

[038] A Figura 17 representa graficamente a
variacdo do médulo de armazenagem G, médulo de perda G'’ e
viscosidade em funcdo da frequéncia para formulacdo F4 e F4
acrescida de RES (F4R).

[039] A Figura 18 representa graficamente a
viabilidade celular em relacdo a porcentagem de controle de
células Caco-2 tratadas com dispersao de Carbopol® 974,

® 193, silicone DC® 5329 em diferentes

silicone DC
concentracdes durante 24 horas.

[040] A  Figura 19 representa graficamente a
viabilidade celular em relacgdo a porcentagem de controle de
células Caco-2 tratadas com dispersdo de Carbopol® 974,

® 193, silicone DC® 5329 em diferentes

silicone DC
concentracdes durante 48 horas.

[041] A Figura 20 representa graficamente a
viabilidade celular em relacdo a porcentagem de controle de
células SV-80 tratadas com dispersdo de Carbopol® 974,

silicone DC®

193, silicone pc® 5329 em diferentes
concentracdes durante 24 horas.

[042] A Figura 21 representa graficamente a
viabilidade celular em relacdo a porcentagem de controle de
células SV-80 tratadas com dispersdo de Carbopol® 974,

®

silicone DC 193, silicone pc® 5329 em diferentes
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concentracdes durante 48 horas.

[043] A Figura 22 representa graficamente o perfil
de liberacdo in vitro do RES na formulacdo FIR durante 24
horas de anéadlise.

[044] A Figura 23 representa graficamente o perfil
de liberag¢do in vitro do RES incorporado em propilenoglicol
durante 24 horas de andlise.

[045] A Figura 24 representa graficamente o
sistema liguido-cristalino contendo RES no edema cuténeo
induzido pela irradiacéo UVB. Os resultados sdo
representados pela média + EPM de 2 experimentos separados,
com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nédo
irradiado, e #comparado com grupo controle irradiado e SLC
sem RES (p<0,05). CNI: Controle ndo irradiado, CI: Controle
irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liguido-
cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema
liquido-cristalino contendo RES.

[046] A Figura 25 representa graficamente o
sistema liquido-cristalino contendo RES na 1inibicdo da
atividade da MPO induzida ©pela irradiacdo UVB. Os
resultados sdo representados pela média + EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado
com grupo controle ndo irradiado, #comparado com grupo
controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle
ndo irradiado, CI: Controle irradiado, SLC: grupo tratado
apenas com sistema liquido-cristalino sem RES e SLC-RES:
grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.

[047] A Figura 26 representa graficamente o
sistema liguido-cristalino contendo RES na

secrecdo/atividade da MMP-9 induzida pela irradiacdo UVB.
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Os resultados s&o representados pela média £ EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado
com grupo controle ndo irradiado, #comparado com grupo
controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle
ndo irradiado, CI: Controle irradiado, SLC: grupo tratado
apenas com sistema liquido-cristalino sem RES e SLC-RES:
grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.

[048] A Figura 27 representa graficamente o efeito
do sistema liquido cristalino contendo RES na producdo de
citocinas induzidas pela irradiacgdo UVB. Os resultados séo
representados pela média + EPM de 2 experimentos separados,
com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao
irradiado (p<0,05) . CNI: Controle ndo i1rradiado, CI:
Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema
liguido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com
sistema liguido-cristalino contendo RES.

[049] A Figura 28 representa graficamente o efeito
do sistema liguido cristalino contendo RES nos niveis de
GSH apds irradiacdo UVB. Os resultados s&o representados
pela média * EPM de 2 experimentos separados, com 5 animais
por grupo. *comparado com grupo controle ndo irradiado e #
comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES
{(p<0,05). CNI: Controle néo irradiado, CIl: Controle
irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liguido-
cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema
liquido-cristalino contendo RES.

[050] A Figura 29 representa graficamente o efeito
do sistema liguido cristalino contendo RES nos niveis do
antioxidante catalase apds irradiacdo UVB. Os resultados

sdo representados pela média * EPM de 2 experimentos
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separados, com 5 animails por grupo. *comparado com Jgrupo
controle ndo irradiado # comparado com grupo controle
irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle néo
irradiado, CI: Controle irradiado, SLC: grupo tratado
apenas com sistema liquido-cristalino sem RES e SLC-RES:
grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.

[051] A Figura 30 representa graficamente o efeito
do sistema liquido cristalino contendo RES no poder redutor
férrico apods irradiacéo UVB. Os resultados sdo
representados pela média * EPM de 2 experimentos separados,
com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nio
irradiado # comparado com grupo controle irradiado e SLC
sem RES (p<0,05). CNI: Controle ndo irradiado, CI: Controle
irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liguido-
cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema
liquido-cristalino contendo RES.

[052] A Figura 31 representa graficamente o efeito
do sistema liquido cristalino contendo RES em sequestrar o
radical ABTS" apdés irradiacdo UVB. Os resultados séo
representados pela média + EPM de 2 experimentos separados,
com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nédo
irradiado # comparado com grupo controle irradiado e SLC
sem RES (p<0,05). CNI: Controle ndo irradiado, CI: Controle
irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liguido-
cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema
liguido-cristalino contendo RES.

[053] A Figura 32 representa graficamente o efeito
do sistema ligquido cristalino contendo RES na producdo de
hidroperdéxidos lipidicos apds irradiacdo UVB. Os resultados

sdo representados pela média * EPM de 2 experimentos
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separados, com 5 animails por grupo. *comparado com Jgrupo
controle ndo irradiado # comparado com grupo controle
irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle néo
irradiado, CI: Controle irradiado, SLC: grupo tratado
apenas com sistema liquido-cristalino sem RES e SLC-RES:
grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.
[054] A Figura 33 representa graficamente o efeito
do sistema liquido cristalino contendo RES na producdo do
anion superdxido induzido pela irradiacéo UVRB. Os
resultados sédo representados pela média + EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado
com grupo controle ndo irradiado e # comparadc com grupo
controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle
ndo irradiado, CI: Controle irradiado, SLC: grupo tratado
apenas com sistema ligquido-cristalino sem RES e SLC-RES:
grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAOQO

[055] A presente invencio refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um sistema liquido-
cristalino (SLC) incorporando o trans-resveratrol (RES),
conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Formulacdo da composicdo farmacéutica

Componentes (%)
Poliéter funcional siloxano (Silicone pCc® 5329) 55 - 70
Silicone fluido de copolimero glicol (Silicone pc® 193) 5 - 20
Agua 15
Dispersdo de polimero do Acido acrilico (Carbopol® 974) 10
Trans-resveratrol 0,1%
[056] Em uma modalidade preferida da presente

invencdo a composicdo farmacéutica desenvolvida compreende:
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55% de Silicone DC® 5329 e 20% de Silicone DC® 193.

[057] A presente invencdo também se refere ao uso
da composicdo farmacéutica desenvolvida para tratamento de
desordens cutdneas, preferencialmente, fotoenvelhecimento
cuténeo.

Exemplo de concretizacdo da invencdo

[058] Os sistemas foram preparados por mistura
direta dos componentes a temperatura ambiente compreendendo:
o silicone DC® 193 como fase oleosa, o silicone pc® 5329
como tensoativo e a dispersdo polimérica de Carbopol® 974
como fase aguosa. A incorporacdo de RES foi feita na fase
oleosa. Incorporou-se 0,1% do farmaco no sistema, uma vez
gque a incorporacdo de mailores quantidades de féarmaco
ocasionava a alteracdo estrutural do sistema.

[059] Do sistema obtido, foram selecionadas quatro
formulagdes para posterior andlise estrutural. Para a
selecdo dessas formulagdes, utilizou-se como critério o
fato de que o sistema de maior interesse era constituido de
regides de sistema translucido de Dbaixa viscosidade.
Manteve-se constante a concentracdo da fase aguosa (25%) e
variaram-se as proporgdes de fase oleosa e tensoativo
(Tabela 2).

Tabela 2: Formulag¢bdes preparadas com concentracdo fixa

de fase aquosa e variac¢des nas concentracdes de fase oleosa

e tensoativo

Componentes Fl (%) F2 (%) F3 (%) F4 (%)
Silicone DC® 5329 55 60 65 70
Silicone DC® 193 20 15 10 5
Agua 15 15 15 15
Dispersdo de Carbopol® 974 10 10 10 10
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Trans—-resveratrol 0,1 0,1 0,1 0,1

Andlise estrutural dos sistemas

Microscopia de luz polarizada

[060] As fotomicrografias das amostras Fl, F2, F3,
F4 apresentadas na Figura 1, e FIR, F2R, F3R e F4R
apresentadas na Figura 2, revelaram a presenca de cruz de
malta, sendo caracteristica de mesofase ligquido-cristalina
lamelar. E possivel notar também que a presenca do farmaco
ndo alterou a estrutura do sistema.

Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

[061] Realizou-se a anadlise de SAXS com o intuito
de confirmar os tipos de estrutura e arranjo sugeridos pela
microscopia de luz ©polarizada, de forma a apresentar
resultados mails fidedignos sobre a nanoestrutura das
formulagdes escolhidas. Verificou-se a posicao dos picos
{(gl, g2, g3,...) das formulacdes selecionadas e assim foi
calculada a razdo entre os (g) obtidos, em funcdo da
posicdo do primeiro pico (gl). A partir destes resultados
foi possivel caracterizar estruturalmente os sistemas
liquido=-cristalinos. A Figura 3 mostra as curvas de SAXS
das formulacdes selecionadas acrescidas ou ndo de trans-
resveratrol.

[062] Os valores de picos obtidos correspondentes
a Figura 3 revelaram a presenca de estrutura lamelar. E
possivel observar que a adicdo do trans-resveratrol nédo
alterou a estrutura das formulag¢des. A Tabela 3 representa
0s valores obtidos da razdo entre as disténcias dos picos.

Tabela 3: Valores da razdo entre as distdncias

interplanares das formulacbes F1, FZ2, F3, F4 e FIR, FZR,

F3R, F4R acrescidas de RES
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Formulacéo gmaxl gmax?2 dl/d2 Estrutura
F1 1.284 0.645 2.000 Lamelar
F2 1.347 0.672 2.000 Lamelar
F3 1.339 0.664 2.015 Lamelar
F4 1.452 0.725 2.013 Lamelar
FIR 1.437 0.727 1.981 Lamelar
F2R 1.273 0.649 1.982 Lamelar
F3R 1.361 0.682 2.000 Lamelar
F4R 1.435 0.718 2.012 Lamelar
{063] De acordo com o0s valores obtidos foi

possivel identificar gqual a mesofase das estruturas
liquido-cristalinas presentes (mesofase lamelar).

[Oed] Dessa forma, os resultados das medidas de
SAXS, presentes na Figura 3 e Tabela 3, estdo coerentes com
0s resultados obtidos pela microscopia de luz polarizada,
identificando fase lamelar para as oito formulacgdes,
independente de apresentarem ou ndo o trans-resveratrol. E
interessante notar também que a variacgdo de tensocativo e da
fase oleosa ndo alterou a estrutura lamelar das formulacdes
analisadas tanto na microscopia de luz polarizada quanto na
anadlise de SAXS.

Determinacdo do comportamento reoldgico

Andlise reoldgica de fluxo continuo

[065] A anadlise reoldgica de fluxo continuo
estabelece uma relacdo entre a microestrutura e o)
comportamento macroscdpico do material por meio de estudos
de comportamento de fluxo da amostra quando submetida a uma
tensdo. A vpartir da analise da curva de fluxo, gue
correlaciona a tensdo de cisalhamento com a taxa de

cisalhamento, ¢é possivel verificar o comportamento de fluxo
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do material estudado.

[Obo] As Figuras 4, 5 e 6 demonstram a variacdo da
tensdo de cisalhamento em funcdo da velocidade de
cisalhamento para as formulagdes Fl, F2 e F3. Analisando-as
¢ possivel observar que as formulagdes Fl, F2 e F3
comportam-se como um fluido ndo newtoniano, uma vez que a
curva de fluxo ascendente ndo é constituida por uma reta,
ndo passa pela origem e, ainda, seus valores de taxa de
cisalhamento e tensdo ndo sdo constantes. Devido a néo
linearidade entre a tensdo e a taxa de cisalhamento, as
formulagdes comportam-se como um fluido pseudopléastico.
Observa-se também que as formulacdes possuem um
comportamento tixotrdépico tempo-dependente, pois as curvas
descendentes ndo se sobrepfem as curvas ascendentes. Dessa
forma, nota-se uma &rea de histerese, o que indica gue ©
material necessita de um tempo maior para recuperar sua
estrutura inicial.

[067] A partir das curvas de fluxo obtidas,
calculou~-se o wvalor de n e k ©para caracterizar o
comportamento de fluxo e caracterizar a viscosidade do
material, respectivamente; n=1 representa que o fluido
possui comportamento newtoniano, n>1 representa que O
fluido possui comportamento dilatante, ja o n<l representa
um fluido pseudopléastico. O indice de consisténcia (K)
avalia a viscosidade dindmica das formulacdes e seu valor
varia de acordo com a viscosidade do material. Os valores
de n e k estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Comportamento de fluxo (n) e 1indice de

consisténcia (K) das formulacdes F1, F2, F3

Formulagdes n k
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Fl 0,389 9,331

F2 0,285 11,399

F3 0,293 15,009

[068] Os wvalores de n dispostos na Tabela 4 (n<l)

confirmam que as formulacdes possuem fluxo pseudopléstico.
J& o indice de consisténcia aumentou de acordo com ©
aumento da quantidade de tensocativo das formulagdes (Fl:
55%, F2: 060%, F3: 65%), ou seja, a viscosidade das
formulacdes foi aumentando a medida que se aumentou a
concentracdo de tensoativo.

[069] E interessante notar gue este comportamento
pseudoplastico é favoravel para uma futura utilizacdo das
formulacgdes desenvolvidas, uma vez que a aplicacdo da mesma
sobre a pele envolve altas taxas de c¢isalhamento, o que
causara um “afinamento” nas formulacdes devido ao
desentrelacamento das cadeias poliméricas. No entanto, ao
se retirar esta forca externa, a viscosidade inicial seré
recuperada novamente, ocasionando um maior tempo de
permanéncia da formulacdo sobre a pele.

[070] De acordo com os reogramas apresentados nas
Figuras 4, 5 e 6 é 9possivel notar o comportamento
tixotrépico das formulacdes observando as Aareas de
histerese presente nas curvas de fluxo. Esta A&rea de
histerese ¢é fortemente influenciada ©pela presenca de
estrutura liquido-cristalina, ou seja, quanto maior a Aarea
de histerese, maior serd a micro estruturacdo das redes
liguido-cristalinas. O comportamento tixotrdépico observado
relaciona~se com a forca de interacdo entre todos os
componentes presentes nas formulacgdes nas regides mais

estruturadas. Dessa forma, essa estruturacao pode ser
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destruida concomitantemente com a elevacdo da velocidade de
cisalhamento. Em contrapartida, essa estruturacdo inicial
pode ser facilmente recuperada a medida gue a velocidade de
cisalhamento diminui. Nota-se que a formulagdo F1 (Figura
5) apresentou maior grau de tixotropia, ou seja, maior
facilidade de recuperacdo da sua estrutura apds cessar a
velocidade de cisalhamento.

[071] As Figuras 7, 8 e 9 demonstram a variacdo da
tensdo de cisalhamento em funcdo da velocidade de
cisalhamento para as formulagdes Fl, F2 e F3 acrescidas de
RES comparando-se com  OS reogramas das mesmas nao
acrescidas de RES.

[072] As curvas de fluxo apresentadas para as
formulagdes com adicdo de férmaco (Figuras 7, 8 e 9)
demonstraram gque a presenca do RES ndo alterou o
comportamento ndo newtoniano, peseudopléstico e tixotrdpico
das formulacdes estudadas.

[073] Os parametros calculados com o ajuste da lei
das poténcias aos reogramas de fluxo das formulacgdes com
adicdo de RES estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5: Comportamento de fluxo (n) e indice de

consisténcia (K) das formulacdbes F1, FZ2, F3 e F1, F2, F3

acrescidas de RES (respectivamente, FIR, FZR e F3R)

Formulacdes N k

Fl 0,389 9,331
E2 0,285 11,399
F3 0,293 15,009
F1R 0,367 6,424
F2R 0,388 8,652
F3R 0,231 13,122
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[074] Os wvalores de n dispostos na Tabela 5 (n<l)
confirmam que a ©presenga do farmaco ndo alterou o
comportamento pseudopléstico das formulacgdes. Entretanto,
observando o indice de consisténcia, nota-se que houve uma
reducdo aparente diminuig¢do no valor de k com relagdo as
formulagdes sem o RES. Sugere-se entdo que a presenca do
RES levou a diminuicdo da viscosidade das formulacdes
independente da concentracdo de tensoativo.

[075] Para a formulacdo 4 foram testados diversos
pardmetros e geometrias no ensaio de fluxo continuo, porém
0 equipamento ndo foli capaz de realizar a leitura. Sugere-
se entdoc que a alta viscosidade da formulacdo 4 impediu a
leitura no equipamento. Tal hipdtese pode ser confirmada
com base nos ensaios de varredura de freqguéncia, no qual
foi constatado que, dentre todas as formulacdes estudadas,
a F4 foi a gque se apresentou mais estruturada devido ao
alto valor de G’ (médulo de armazenamento) sobre o valor de
G" " (mébdulo de perda), indicando sistemas mais estruturados.

Andlise reoldgica oscilatdoria de varredura de

frequéncia

[076] A analise reoldgica oscilatdria de varredura
de freqguéncia tem por finalidade estudar as propriedades
viscoeldsticas das amostras, fornecendo assim informacgdes
sobre a natureza estrutural das formulacgdes.

[077] A Figura 10 demonstra o reograma obtido por
meio da andlise reoldgica oscilatéria da formulacdo Fl.
Neste nota-se que o mbédulo de perda (G'’) e o mddulo de
armazenamento (G’) praticamente coincidem até 10 rad/s.
Este comportamento demonstra que até esta frequéncia ha um

equilibrio entre os componentes elédsticos e viscosos. Apds
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a frequéncia de 10 rad/s ocorre o predominio de G°° (mdédulo
de perda) sobre o G’ (mébdulo de armazenamento). Essa
caracteristica indica um comportamento mais viscoso,
sugerindo sistemas pouco organizados. Além disso, pode-se
observar a dependéncia de G’ pela frequéncia, ou seja, a
medida gue se aumenta a frequéncia angular, ocorre também o
aumento do médulo de armazenamento.

[078] A Figura 11 demonstra o reograma obtido por
meio da anédlise reoldgica oscilatédéria da formulacdo F2.
Este apresenta mdédulo de perda (G’’) maior que o médédulo de
armazenamento (G") . Essa caracteristica indica um
comportamento predominantemente viscoso, presente en
sistemas pouco organizados. Além disso, como pode observar
no reograma da F1 (Figura 10) apds a frequéncia de 10 rad/s
nota-se também a dependéncia de G’ pela frequéncia.

[079] As Figuras 12 e 13 demonstram o reograma
obtido por meio da andlise reoldgica oscilatdria das
formulacdes F3 e F4, respectivamente. De acordo com o0s
mesmos, o mbdédulo de armazenamento (G’) fol maior gue o
médulo de perda (G”). Desta maneira, o espectro mecénico
das formulacdes F3 e F4 indica caracteristicas de um
comportamento predominantemente eléastico, demonstrando
sistemas estruturados e com fortes interacles entre as
moléculas. Entretanto, nota-se gue os valores de G’ (mdédulo
de armazenamento) no reograma da formulacdo F4 (Figura 13)
sdo maiores (aproximadamente duas vezes) do que o G’
{(mébdulo de armazenamento) no reograma da formulacdo F3
(Figura 12), sugerindo que F4 possui um sistema mais
estruturado que F3.

[080] A partir da andlise dos reogramas das quatro
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formulacdes, ¢é interessante notar que a medida gque se
aumentou a concentracdo de tenscativo nas formulacgcdes (Fl:
55%, F2: 60%, F3: 65%, F4: 70%) foi possivel obter sistemas
mais estruturados, ou seja, o mdbdulo de armazenamento (G’)
foili maior para F4.

(0811 Além disso, observa-se nos gquatro reogramas
gue a viscosidade da F4 é mailor que das outras formulacdes,
sugerindo entdo qgue a viscosidade da fase lamelar de
sistemas liquido-cristalinos ¢é dependente da concentracédo
de agente tensoativo, uma vez qgque a formulacdo F4 possui
maior teor de tensoativo (F4: 70%).

[082] As Figuras 14, 15, 16 e 17 demonstram os
reogramas obtidos das formulacdes Fl, F2, F3 e F4 com a
presenca de 0,1% de trans-resveratrol e comparadas com as
mesmas formulacdes quando estdo sem a presenca do farmaco.

[083] 0 reograma apresentado na Figura 14
demonstra que a adicgdo de farmaco a formulacgdo Fl alterou
levemente a caracteristica de comportamento do sistema, ou
seja, nota-se gque no reograma da Fl acrescida de RES (F1R),
houve apenas o predominio de G~ (mdbdulo de perda), ou seja,
apenas caracteristica de comportamento viscoso. Nota-se
também gue houve diminuigdoc da viscosidade (aproximadamente
10 vezes) em relacdo ao reograma da Fl sem RES. Sugere-se
entdo gue houve uma pegquena desestruturacao ou
desorganizacdo do sistema com a presenca de RES, uma vez
gque foil observado predominio do médulo G°° e diminuicgdo da
viscosidade do sistema.

[084] Pode-se observar que no reograma apresentado
na Figura 15 a adicdo de farmaco ndo alterou bruscamente o

comportamento do sistema, ou seja, G°° (médulo de perda)
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continua maior que G’ (mébdulo de armazenamento). Dessa
forma, F2R (acrescida de RES) apresenta caracteristica de
um comportamento viscoso, sugerindo sistema pouco
organizado. Entretanto, nota-se diminuicdo da viscosidade
da formulacd&o com adicdo de RES. Dessa forma sugere-se que
houve uma leve desestruturacdo do sistema com a adicdo de
farmaco.

[085] O reograma da formulacdo F3 acrescida de RES
apresenta algumas diferencas quando comparado com ©
reograma da mesma formulacdo, porém sem a presencga de
fadrmaco. Nota-se que no inicio, nos dois reogramas, houve o
predominio de G’ (médulo de armazenamento), demonstrando um
comportamento eldstico, caracteristica de sistemas mais
estruturados. Entretanto, na F3R, proéximo a frequéncia de
100 rad/s esse comportamento foi alterado, ou seja,
observa-se que o mdédulo de perda (G'’) e o méddulo de
armazenamento (G’) praticamente passaram a se coincidirem.
Este comportamento demonstra que préximo a frequéncia de
100 rad/s h& um equilibrio entre os componentes eldsticos e
viscosos. E possivel notar também que houve uma diminuicdo
consideravel (mais de 10 vezes) na viscosidade do sistema
acrescido de farmaco. Dessa forma, observa-se novamente gue
a presenca do RES causa desestruturacdo nos sistemas
estudados.

[086] No reograma apresentado na Figura 17
observa-se que, assim como nas outras formulacdes, também
houve diminuicdo na viscosidade do sistema. Entretanto, a
formulacéo F4R continua com caracteristicas de
comportamento eldstico e com o sistema mais estruturado em

relacdo a F4 sem RES. Nota-se que esta formulacdo foli a que
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apresentou menor variacdo no valor de G’ (médulo de
armazenamento) com a adicdo do farmaco.

[087] Dessa forma, fol possivel observar por meio
dos reogramas anteriores, dque em todas as formulacdes
acrescidas de RES houve uma desestruturacdo do sistema e
diminuicdo da viscosidade devido a presenca de farmaco.
Além disso, de acordo com as discussdes anteriores
apresentadas, a formulacdo F4, dentre as demais, é a qgue
possul sistema mais estruturado e mailor quantidade de
tensocativo. Portanto, sugere-se gue a gquantidade elevada de
tensoativo além de causar maior estruturacdo no sistema,
também impede que o fArmaco cause grandes transformacdes
estruturais da mesma. Uma hipdtese para tal fendbmeno & a
elevada concentracdo de tensoativo, pols em grandes
guantidades as moléculas deste componente se agregam mails
densamente ocasionando um sistema mais estruturado.

[088] Além disso, devido ao fato do mdédulo de
armazenamento (G’') ter se mantido maior gque o mbédulo de
perda (G”) nos reogramas apresentados nas Figuras 14, 15,
16 e 17, sugere-se que a fase lamelar deste sistema ligquido
cristalino em estudo se comporta como um “gel fraco”.

Ensaio de perfil de textura (TPA)

[089] A andlise do perfil de textura mostra as
propriedades mecénicas das formulag¢des, tais como: dureza,
compressibilidade, adesividade e <coesdo. Os resultados
estdo demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6: Propriedades mecdnicas das formulagdes

determinadas por meio do teste de TPA. Cada valor

representa a média do ensaio # desvio padrdo

Fl F2 F3 F4
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Dureza (N) 0,018 = 0,019 + 0,032 = 0,069 2
0,003 0,002 0,01 0,03
Compressibilidade 0,229 +£ 0,278 = 0,411 =+ 0,883 =
(N.s) 0,016 0,01 0,13 0,42
Adesdo (N.s) 0,007 +£ 0,034 +£ 0,151 * 0,499 +
0,04 0,015 0,10 0,25
Coeséao 0,798 = 0,822 =% 0,828 = 0,835 %
0,02 0,05 0,02 0,09
(0901 Os dados da Tabela 6 foram analisados

estatisticamente pelo teste One-way ANOVA com pds-teste de
Tukey com nivel de significéncia de 0,01 %. De acordo com
os dados obtidos, verificou-se que nos parametros dureza e
compressibilidade ndo houve diferenca significativa (p<
0,05) entre as formulacdes Fl e F2 demonstrando gque a
alteracdo da concentracdo dos componentes (tensoativo e
fase oleosa) ndo fol capaz de alterar esses dols parametros,
ou seja, Fl e F2 possuem a mesma facilidade de aplicacdo da
formulac&o sobre a pele. J& a adesdo apresentou diferenca
significativa entre todas as formulagdes. Entretanto, na
anadlise da coesdo ndo houve diferenca significativa entre
as formulacdes, demonstrando que o aumento dos valores de
coesdo apresentados na Tabela 6 ndo fol significativo a
ponto de diferenciar as formulacdes com relacdo a este
parémetro. Sugere-se entdo que o aumento da proporcdo de
tensocativo no material ndo foi suficiente para alterar as
propriedades de coesdo das quatro formulacgdes.

[091] A partir da analise estatistica e com base
nos dados apresentados na Tabela 6, notou-se dque a
formulacdo F4 apresentou maiores valores nos parametros de

dureza, compressibilidade e adesdc gquando comparados as
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outras formulacgbes Fl, F2 e F3. Logo, infere-se que a F4
possui melhor adesdo e espalhabilidade na pele, além de
maior facilidade de aplicacéo.

[092] De modo geral, foi observado que Thouve
aumento na dureza e compressibilidade das amostras
concomitantemente com a elevacdo da concentracdo de
tenscativo. Como observados nos ensaios de varredura de
fregquéncia, estes resultados reforcam a evidéncia da
presenca de sistemas mais organizados, uma vez gue dureza e
compressibilidade sdo pardmetros reoldgicos gque analisam a
deformacdo do material sob compresséo.

Ensaio de biocadesdo in vitro

[093] Os dados de bicadesdo das formulacgdes F1l, F2,
F3, F4 e FIR, F2R, F3R e F4R foram avaliados sobre pele
suina e estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7: Trabalho da forca bioadesiva (mN.s) das

formulacdes (0Os valores representam a média # desvio padrio,

a temperatura de 32°C)

Formulacdes Trabalho da Forca Biocadesiva (mN.s)
F1 0,019 + 0,0013
F2 0,02 = 0,012
F3 0,021 £ 0,0019
F4 0,026 £ 0,024
F1R 0,026 £ 0,0039
F2R 0,029 £ 0,0023
F3R 0,030 = 0,0025
F4R 0,032 + 0,014552
[094] Os dados na Tabela 7 demonstram que a

bicadesdo das formulacdes estudadas apresentou um perfil



28/42

crescente, ou seja, a medida que se aumentou a concentracio
de tensoativo nos sistemas houve também o aumento da
bioadesdo. Dessa maneira, as formulacdes F4 e F4R foram as
gue apresentaram maior bicadesdo gquando comparadas com as
demais. E interessante notar que & medida que o sistema
fica mais estruturado também se torna mais biocadesivo,
sendo gue a 1ncorporacdo de RES nas formulacgdes nao
contribuiu para o aumento da biocadesdo do sistema.

[095] A biocadesdo dos sistemas liquido-cristalinos
pode ser explicada pelas propriedades reoldbdgicas, pois
devido ao aumento da viscosidade, das caracteristicas
elasticas e da estruturagdo do sistema, hé o prolongamento
do tempo de contato da formulacdo com o substrato bioldgico.
Dessa forma, 0os resultados encontrados no ensaio de
bioadesdo estdo de acordo com 0s ensaios reoldgicos
descritos anteriormente, uma vez que foi constatado que a
formulacgéo F4 possui maior grau de viscosidade e
estruturacéo.

Avaliacdo da citotoxicidade em células Caco-2 e SV-80

[096] Este ensaio teve a finalidade de avaliar a
citotoxicidade in vitro dos diferentes componentes da
formulacdo (dispersdo de Carbopol® 974, silicone pC® 193,
silicone DC® 5329) através do modelo em células epiteliais
Caco-2 e S5SV-80. Dessa forma, utilizou-se um indicador de

® (AB). Esta

viabilidade celular denominado como Alamar Blue
substéncia é reduzida por células que estdo metabolicamente
ativas e é diretamente proporcional ao numero destas. Desta
maneira, ao se determinar a porcentagem de redugdo de AB, é

possivel determinar a viabilidade celular e proliferacdo

celular, o que estad diretamente relacionado com a
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citotoxicidade dos diferentes compostos adicionados em
placas de cultura de 96 pocos. As Figuras 18, 19, 20 e 21
mostram os resultados desta avaliacéo.

[097] De acordo com as Figura 18 e 19, pode-se
observar gue nas primeiras 24 e 48 horas de exposicgdo aos
componentes da formulacdo para a linhagem Caco -2, o
silicone DC® 193 praticamente ndo alterou a reducgdo de AB e
consequentemente nao alterou a viabilidade celular,
mostrando que para esta linhagem celular este componente
ndo apresentou citotoxicidade. J& o silicone pc® 5329
apresentou uma pequena diminuicgdo na viabilidade celular;
entretanto, esta diminuicdo na reducdo do AB ndo se mostrou
muito pronunciada, uma vez que a viabilidade celular ainda
estd proéoxima de 100% com relacgdo ao controle. Ja o
Carbopol® 974 nas concentracdes mais elevadas (50 ug/ml e
100 ug/ml) diminuiu a viabilidade celular para
aproximadamente 80% em relacdo ao controle. Dessa forma,
como € possivel observar nos graficos anteriores, a leve
citotoxicidade apresentada por este componente nesta
linhagem celular demonstrou ser dependente da concentracdo
utilizada.

[098] Nas Figuras 20 e 21 estdo representadas a
viabilidade celular para as células S$SV-80 durante 24 e 48
horas. E interessante observar que o silicone pc® 5329
independente da concentracdo wutilizada ndo apresentou
citotoxicidade. Além disso, a porcentagem de reducdo do AB
apresentou-se ainda maior apds 48 horas de exposicdo a este
composto, sugerindo uma estimulacdo do crescimento celular
ou uma atividade mitocondrial aumentada. Por outro lado,

houve uma leve diminuig¢do na wviabilidade celular quando
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esta linhagem ficou exposta ao silicone DC® 193 durante 48
horas. Porém, esta diminuicdo ndo fol muito pronunciada,
visto que em 48 horas a reducdo do AB apresentou-se acima
de 80%. O mesmo ocorreu para o Carbopol® 974, que em
concentracdes malis elevadas (50 ug/ml e 100 ug/ml)
apresentou viabilidade celular de 80%.

[099] De maneira geral, conforme demonstrado nas
Figuras 18, 19, 20 e 21, os trés componentes da formulacéo
estudada ndo apresentaram pronunciada citotoxicidade, uma
vez que a porcentagem de reducgdo do AB foi mantida em 80%
ou acima de 80%.

[100] Conforme descrito anteriormente na
literatura, os trés componentes da formulacdo (silicone pc®
193, silicone DC® 5329 e Carbopol® 974) ndo apresentam
cardter téxico nem irritante a pele. O mesmo fol observado
no presente trabalho para as trés substincias, visto gque
ndo apresentaram perfil de citotoxicidade e a viabilidade
celular se manteve acima de 80%.

[101] Dessa maneira, os resultados deste estudo de
avaliacdo da citotoxicidade em células Caco-2 e S5V-80
indicam gue as substéncias sdo seguras para a realizacdo
dos testes 1in vivo e uma possivel utilizacdo posterior
destes sistemas.

Avaliacdo da Liberag¢do do RES in vitro

[102] Realizou~se o ensaio de liberacdo in vitro
para as quatro formulacdes selecionadas (F1 R, F2 R, F3 R,
F4 R) contendo 0,1% de RES. Este experimento permitiu
avaliar o perfil de liberacdo do féarmaco relacionando a
saida do mesmo do sistema matricial. A Figura 22 apresenta

o ensaio de liberacdo da formulacdo Fl R.
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[103] O resultado demonstrado na Figura 22 indicou
gue a liberacdo do féarmaco se inicia somente apds 14 horas
de experimento e continua em escala crescente até o
intervalo de 24 h. A liberacgdo observada na Figura 22
durante as 24 horas, corresponde a 0,54% da taxa de
liberacdo do RES incorporado na formulacido F1 R.

[104] A partir deste ensaio, foil possivel avaliar
a forma de liberacdo do RES no sistema estudado. Na
literatura constam varios modelos matematicos para
representar os perfis de liberacdo dos farmacos nos
diversos sistemas. Neste contexto, foram aplicados o0s
modelos matemdticos: Baker e Lonsdale, Korsmeyer - Peppas,
Hixon e Crowell, Higushi, Primeira Ordem e Weibull. Os
parémetros calculados para os modelos matemdticos aplicados
aos dados de liberacdo do RES sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Coeficiente de liberacdo in vitro do RES

obtido, pelos de diferentes modelos matematicos para a

formulagdo FIR

Modelos Matemdticos Valor de r guadrado ajustado
Baker e Lonsdale 0,4644
Korsmeyer - Peppas 0,9673
Hixon e Crowell 0,6984
Higushi 0,4646
Primeira Ordem 0,6982
Weibull 1,000

[105] A escolha do melhor modelo matematico de

liberagédo pode ser baseada no wvalor do coeficiente de
correlacdo ajustado. A formulacdo FIR segue o modelo
matematico de Weibull. A equacdo de Weibull (Equacdo 1)

deve ser aplicada aos dados dos primeiros 63,2% de
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liberacdo do farmaco e expressa a quantidade acumulada de

farmaco em funcdo do tempo.

{ [w {t - ?Q}?;}]
A R - o/
P i
[106] Onde: m é fracdo acumulada de farmaco; t & o

tempo final; Ti é o tempo de laténcia, até gue o processo
de dissolugd&o ocorra; b é a curva como forma exponencial e
a é o parametro de escala, relacionado com tempo decorrido
de ensaio.

[107] A liberacdo do RES, por seguir o modelo
cinético de Weibull, indica gque ocorre um mecanismo
complexo de liberacéo, envolvendo, simultaneamente, 0
relaxamento das cadeias poliméricas e a erosdo do polimero
durante a liberacdo do farmaco.

[108] As outras formulacbes em estudo (F2 R, F3 R,

F4 R) ndo apresentaram 1indicios de farmaco liberado em

nenhum dos intervalos de tempo. Nota-se que estas
formulagdes possuem maiores quantidades de tenscativo - F2
R (60%), F3 R (65%), F4 R (70%) - em relagdo a F1 R (55%).

De acordo com dados apresentados na literatura, é possivel
ocorrer interacdes eletrostaticas entre a cabeca polar do
tensoativo e a cadeia do polimero (Carbopol® 974)
obstruindo assim o canal difusional do fédrmaco e podem
ocorrer 1nteracdes entre o farmaco e o sistema liquido-
cristalino, modulando assim a liberacdo do mesmo. Dessa
forma, sugere-se que estas interacdes eletrostéaticas
diminuem a liberacdo do RES nas formulagdes F2 R, F3 R, F4
R que apresentam maiores guantidades de tensocativo. Uma
possivel causa para a pequena liberagdo do RES na

formulacdo F1 R pode estar nestas interagdes eletrostaticas
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entre o tensoativo e o polimero e as possiveis interacdes
farmaco-sistema. A fim de confirmar tais  Thipdbdteses,
realizou-se um ensaio de liberacdo do RES disperso em

propilenoglicol (PG) (Figura 23).

[109] A partir da Figura 23, é interessante notar
a elevada liberacéo do RES quando disperso ao
propilenoglicol (80,2%). As 1interacdes farmaco-sistema

desempenham importante papel no controle da liberacéo.
Dessa forma, estes resultados sugerem que a estrutura do
sistema pode alterar e modular a liberacdo do farmaco.

Avaliacdo da permeacdo e retencdo do RES in vitro em

peles de modelo de animal

[110] 0O ensaio de permeacdo cutlnea analisa a
penetracdo do fadrmaco e a retencdo ou ndo no estrato cdédrneo,
epiderme e derme. Para este fim, utiliza-se como membrana
modelo a pele da orelha de suinos ou pele humana
proveniente de cirurgia pléastica.

[111] No ensaio de permeacdo cuténea realizado com
as formulagcdes F1 R, F2Z R, F3 R e F4 R contendo 0,1% de RES
ndo apresentaram indicios de farmaco permeado em nenhum dos
intervalos de tempo. J& no ensaio de retencdo cuténea
observou-se que a formulacdo Fl1 R ndo apresentou retencao
de RES no estrado cérneo (EC), entretanto, houve retencédo
na epiderme + derme. Tal resultado torna-se vidvel para a
realizacdo dos ensaios 1in vivo, uma vez Jgue as enzimas
sequestradoras de radicais livres estdo presentes na
epiderme viavel, sendo assim uma formulacdo util para a
avaliagdo da eficacia in vivo do RES. Contudo, as
formulacdes F2 R, F3 R e F4 R nédo demonstraram a presenca

do farmaco retido no EC e nem na epiderme + derme. Tal
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resultado estd de acordo com o ensaio de liberacdo in vitro,
visto que também nd&o houve indicios de farmaco liberado da
matriz nestas mesmas formulacgdes. A Tabela 9 demonstra os
dados do ensaio de retencdo cuténea.

Tabela 9: Quantidade de RES retido na pele apos 24h de

experimento na formulag¢do F1 R.

Retencao Retencdo Ep+Derm (%)
Formulacdes | Retencdo EC
Ep+Derm (ug/cm?)

F1 R - 0,35 0,21 £ 11,19

[112] Realizou-se também um ensalo de permeacdo e
retencdo cuténea utilizando o RES incorporado em PG como
controle. A Tabela 10 demonstra os resultados obtidos neste
experimento.

Tabela 10: Percentual permeado e retido no extrato

cérneo, epiderme + derme do RES incorporado em

propilenoglicol apds 24h de experimento

Retencgdo EC (%) Retencdo Ep+Derme (%) Permeacdo (%)
RES em PG 1,71 £ 25,04 21,06 £ 23,83 68,37 £ 19,56
[113] A Tabela 10 demonstra que houve permeacdo e

retencdo cuténea no ensaio realizado com o RES incorporado
em PG. Esses resultados corroboram com o0s resultados
apresentados na Figura 23, visto que os 80,02% liberado da
matriz permeou e reteve na pele. Tal resultado estd de
acordo com a literatura, demonstrando gue a estrutura do
sistema pode interferir na liberagdo do farmaco e
consequentemente na permeagdo do mesmo.

Avaliacdo da eficdacia in vivo do RES

[114] Para a escolha da formulacdo a ser utilizada

na avaliacdo da eficécia 1in vivo anti-inflamatdéria e
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antioxidante do RES baseou-se nos ensaios de liberacdo e
permeacdo in vitro do RES. A formulacdo escolhida foi a Fl
devido a retencdo observada na epiderme e derme. Esta
retencdo é favordvel para a realizacdo dos ensaios in vivo,
uma vez que o processo inflamatdério e as enzimas
antioxidantes estdo presentes na epiderme viavel.

Avaliacdo da eficdcia anti-inflamatdéria in vivo do RES

Avaliacdo do edema cutdneo

[115] Analisou-se a capacidade do sistema liquido
cristalino contendo RES em inibir o edema induzido pela
radiacdo UVB nos diferentes grupos de camundongos hairless.
Os animais foram subdivididos em CNI (grupo controle néo
irradiado), CI (controle irradiado), SLC (grupo tratado
apenas com formulacdo liguido-cristalina sem o RES) e SLC-
RES (grupo tratado com formulacdo de «c¢ristal liguido
contendo o farmaco trans-resveratrol incorporado). Cada
grupo foi composto por 5 animais. A Figura 24 demonstra os
resultados obtidos nesta analise.

[1106] O espectro de 1luz UV qgue 1induz edema em
camundongos hairless é o mesmo que induz eritema em seres
humanos. Devido a esta semelhanca, o edema causado nos
camundongos apds irradiacdo UVB é capaz de mensurar de
forma confidvel a mesma alteracdo em humanos.

[117] De acordo com a Figura 24 notou-se gue o
edema cutdneo aumentou apds a irradiacdo UVB (CI), guando
comparado com © grupo ndo irradiado (CNI). Entretanto, este
aumento foi reduzido no grupo tratado com formulacdo de
cristal 1liguido contendo o RES (SLC-RES). Observou-se
também gque houve diferenca significativa entre o grupo

tratado apenas com o sistema liguido cristalino e o grupo
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tratado com o sistema liquido cristalino com o RES
incorporado.

[118] Neste contexto, ¢é possivel inferir gue o
tratamento com RES foi eficaz na diminuicdo do edema
cutdneo, colaborando assim com a redugdo do processo
inflamatdério ocasionado pela radiacgdo UVB.

Avaliacdo da atividade de MPO

[119] Analisou-se a atividade de MPO a resposta
inflamatéria apds irradiacdo UVB e os resultados obtidos

sdo mostrados na Figura 25.

[120] FEm geral, os neutrdéfilos sdo as primeiras
células recrutadas para o sitio inflamatdrio. Este
recrutamento acontece devido a producao de EROS

desencadeada por irradiacdo UVB. Posteriormente, a enzima
MPO, armazenada em grandes gquantidades em granulos
azurdéfilos dos neutrdédfilos, reage com proteinas, DNA e
lipideos formando oxidantes de longa duracdo gque estéo
envolvidos em processos de carcinogenese, aterosclerose e
insuficiéncia renal crbénica.

[121] Na Figura 25 observou-se que apds a
irradiacdo UVB houve o aumento da atividade da MPO, por
consequéncia de migracdc de neutréfilos no grupo CI em
comparagao ao CNI. Por outro lado, o grupo tratado com RES
(SLC-RES) inibiu significativamente a atividade da MPO, ou
seja, o0 recrutamento de neutrdfilos. Tais resultados
corroboram com a literatura e confirmam a potencial
atividade anti-inflamatdéria do RES apds irradiacdo UVB.

Avaliacdo da inibig¢do de secrecdo/atividade da MMP-9

[122] As metaloproteinases da matriz (MMPs) s&o um

grupo de enzimas responsaveis pelo processo de
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remodelamento dos tecidos e degradacdo dos componentes da
matriz extracelular e das membranas basais. Sdo produzidas
por fibroblastos, queratindcitos, mastdécitos, células
endoteliais e leucdcitos, tails como os neutrdfilos, e sédo
liberadas de grénulos citoplasmaticos. Nos tecidos sadios,
as MMPs atuam no processo de cicatrizacdo. Entretanto, em
processos 1inflamatdérios, lesdes neoplésicas e alteracgdes
fibrbéticas ocorre elevacdo dessas enzimas. A expressdo da
MMP-9, também conhecida como 92-kDa (CLG4B), varia de
acordo com © tipo de célula estudado, sendo secretada por
células inflamatérias, fibroblastos e queratindcitos.

[123] Neste contexto, apds tratamento e irradiacédo
UVB em camundongos hairless, realizou-se o ensaio de
zimografia a fim de avaliar se o tratamento com SLC-RES
inibe a secrecdo e atividade da MMP-9 (Figura 26).

[124] A irradiacdo UVB induz a ativacdo do fator
de transcricdo proteina-1 (AP-1) e, como consequéncia,
ocorre a inducdo de MMPs, que degradam a estrutura da pele.
A MMP-9 (gelatinase B) é uma das principais enzimas
relacionadas com a degradacdo do coldgeno e componente da
rede de fibras elasticas.

[125] De acordo com a Figura 26, houve um aumento
significativo na expressdo/atividade da MMP-9 apobs
irradiacdo UVB no grupo CI. E interessante notar que no
grupo tratado com o SLC-RES também houve o mesmo aumento.
Tal acontecimento pode ser favoravel para sintese de prd-
colageno, regulacdo da resposta inflamatdria e rearranjo da
pele Ja& danificada com a 1luz UVB. 1Isso é devido a
necessidade das células inflamatérias atravessarem a matriz

extracelular durante o reparo da pele danificada. Dessa
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forma, o aumento da MMP-9 pode ser favoravel para a
cicatrizacdo da mesma.

Avaliagcdo da producdo de IL-10

[1206] A fim de avaliar o efeito do RES incorporado
sistema liquido «c¢ristalino na produgdo de citocinas
induzidas pela irradiacdo UVB, realizou-se a dosagem da
citocina anti-inflamatdria IL-10. A Figura 27 demonstra os
resultados obtidos neste ensaio.

[127] Dentre as citocinas avaliadas apenas a IL-10
demonstrou modificacgdes apds o tratamento dos animais com o
sistema liquido c¢ristalino contendo RES (Figura 27).
Considerando a IL-10, a radiacdo UVB ndo influenciou nos
niveis desta citocina nas condicdes experimentals testadas.
No entanto, o sistema liquido cristalino contendo RES
aumentou significativamente a producdo de IL-10 comparada
ao CNI. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdéria, que inibe
o fator de transcrigdo nuclear kB (NF-kB) e equilibra
sinais de ativacdo e inibicdo do processo inflamatdério por
reduzir a transcricdo e producdo de citocinas pré-
inflamatérias. Na inflamacdo induzida por ER0OS, o NF-kB
desempenha um papel crucial. Ele liga-se ao promotor de
genes distintos que codificam TNF, IL-6 e IL-1, e varias
moléculas de adesdo, permitindo, assim, a sua transcricgdo.

[128] Neste contexto, o aumento de IL-10
ocasionado pelo tratamento dos animais com o cristal
liquido contendo RES, mais uma vez demonstra a capacidade
anti-inflamatdéria deste farmaco.

Avaliacdo da eficdcia in vivo do RES na protegcdo da

capacidade antioxidante da pele

Dosagem do antioxidante glutationa reduzida (GSH) e
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catalase (CAT)

[129] Realizou-se a dosagem de GSH e CAT a fim de
avaliar a capacidade antioxidante da pele tratada com RES
apdés irradiacdo UVB (Figuras 28 e 29).

[130] Apds anédlise estatistica e observacdo das
Figuras 28 e 29 é possivel notar que a dose de radiagdo UVB
utilizada neste experimento foi capaz de diminuir
significativamente a quantidade dos antioxidantes GSH e CAT
no controle irradiado (CI). Em contra partida, houve um
aumento significativo desses antioxidantes na pele dos
camundongos tratados (SLC-RES) guando comparado ao grupo CIT,
ou seja, o RES incorporado no sistema ligquido-cristalino
foi capaz de inibir a reducdo de GSH enddgeno e CAT,
mantendo os niveis de ambos similares ao do controle néo
irradiado (CNI). Tais resultados confirmam a capacidade
antioxidante do RES mesmo em pequenas concentracgdes.

Ensaios FRAP e ABTS

[131] A capacidade antioxidante da ©pele apods
irradiacgdo UVB fol medida por meio dos ensaios FRAP e ABTS.
As Figuras 30 e 31 demonstram os resultados obtidos em
ambos ©0s ensaios.

[132] Apbds anadlise dos dados, observou-se que a
capacidade antioxidante da pele medida pelos ensaios de
FRAP e ABTS reduziu significativamente apds a irradiacdo
UVB no grupo controle irradiado (CI) em relacdo ao controle
ndo irradiado (CNI). Entretanto, notou-se em ambos o0s
testes, que houve diferenca significativa entre o grupo
tratado com RES (SLC-RES) e o irradiado ndo tratado (CI),
visto que o SLC-RES apresentou aumento da capacidade

antioxidante da pele. Neste contexto, infere-se que o RES
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fol capaz de aumentar as defesas naturails da pele apds a
irradiacdo UVB.

[133] A atividade antioxidante do RES esta
associada a sua capacidade de transferéncia de um atomo de
hidrogénio ou um elétron e a possibilidade de suas
interacdes com outro antioxidante. Uma propriedade
significativa do RES é a sua capacidade para bloguear o
processo oxidativo, ou seja, ele impede a transicdo de Fe2+
para Fe3+, o0s guais desempenham um papel essencial na
formagao EROS.

[134] Portanto, de acordo com 0os resultados
demonstrados nas Figuras 30 e 31, a formulacdo tépica
contendo o farmaco demonstrou claramente a sua capacidade
antioxidante.

Determinacdo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH)

[135] A fim de avaliar a peroxidacdo lipidica do
tecido cuténeo apds irradiacido UVB, realizou-se o ensaio de
determinacéo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) por
guimiluminescéncia (Figura 32). Este teste baseia-se no
consumo  das defesas antioxidantes e a formacdo de
hidroperdxidos resultando em aumento da emissdo de fdtons,
ou seja, em um aumento de gquimiluminescéncia gue esta
relacionado com o estresse oxidativo.

[136] Observando-se a Figura 32, é possivel notar
que a dose de radiacdo UVB utilizada neste experimento
induziu significativamente a ©peroxidacdo lipidica no
controle irradiado (CI). Este aumento foi praticamente
reduzido ao nivel do grupo controle ndo irradiado (CNI) por
meio do tratamento com o sistema ligquido cristalino

contendo RES. Nenhum efeito foi observado no grupo contendo
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a formulacdo sem a adicdo do farmaco (SLC). Notou-se também
que estatisticamente houve diferenca significativa entre o
grupo tratado com o RES incorporado a formulacdo (SLC-RES)
e o grupo CI, ou seja, o cristal liquido contendo RES foi
capaz de reduzir os niveis de hidroperdxidos lipidicos e,
consequentemente a peroxidacdo lipidica. Tal resultado
confirma a sua capacidade antioxidante.

[137] A propriedade antioxidante do RES estéa
estritamente relacionada com a sua estrutura molecular. As
duplas ligac¢des conjugadas deixam os elétrons do anel
aromatico mais deslocalizados, o que resulta em uma
eliminacdo eficiente de radicais livres, tais como: OHe,
LOOs, O2¢- e NO-.

Producdo do dnion superdxido

[138] Para avaliar a producdo do radical &nion
superdxido realizou-se o método NBT. Este ensaio baseia-se
na reacgcdo entre o Anion superdxido e o nitroblue
tetrazolium (NBT), dando origem ao composto formazan, cuja
intensidade de cor é diretamente proporcional a
concentracdo do radical. As moléculas que atuam como
antioxidantes reagem com O2e¢- 1inibindo a producdo do
formazan. A Figura 33 demonstra a capacidade sequestradora
do radical anion superdxido pelo método NBT apds irradiacéo
UVB.

[139] Observou-se gue na Figura 33 a irradiacédo
UVB induziu o aumento do &anion superdxido no grupo CI em
comparacao ao CNI. Por outro lado, o grupo tratado com RES
(SLC-RES) inibiu significativamente a indug¢do do anion
superdxido. Neste contexto infere-se que a formulacdo

tépica contendo RES (SLC-RES) inibiu o estresse oxidativo
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que seria desencadeado pela estimulacdo da superproducdo de
dnion superdxido na pele dos camundongos hairless apds
irradiacdo UVB.

[140] Os resultados obtidos nos ensaios de
determinacdo de hidroperdxidos lipidicos e producgdo do
dnion superdxido corroboram entre si, uma vez que foi
possivel observar em ambos o0s testes a acgdo benéfica e
antioxidante do sistema liquido-cristalino contendo RES
apbs a irradiacado UVB.

[141] Dessa forma, o0s resultados apresentados no
decorrer deste trabalho demonstram a eficacia do sistema
liquido-cristalino contendo RES no estresse oxidativo e na
inflamacdo apds irradiacdo UVB. Portanto, estes resultados,
além de sugerirem a possivel utilizacdo do RES para evitar
danos na pele causados pela exposicdo excessiva aos raios
UV, também mostram a importidncia da realizacdo posterior de

ensaios pré-clinicos com este farmaco.
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REIVINDICAGCOES
1. Composicédo farmacéutica CARACTERIZADA por
compreender um sistema liguido-cristalino (SLC)

incorporando o trans-resveratrol (RES), contendo: 55-70% de
poliéter funcional siloxano, 5-20% de silicone fluido de
copolimero glicol, 15% de A&gua, 10% de dispersdo de
polimero do é&cido acrilico e 0,1% de trans-resveratrol.

2. Composicgédo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacéao 1, CARACTERIZADA por compreender,

preferencialmente, 55% de poliéter funcional siloxano e 20%
de silicone fluido de copolimero glicol.
3. Uso da composicdo farmacéutica, conforme descrita

nas reivindicacdes 1 e 2, CARACTERIZADA por ser para o

tratamento de desordens cuténeas, preferencialmente,

fotoenvelhecimento cuténeo.
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RESUMO
COMPOSICAO FARMACEUTICA E USO DA MESMA
A presente invencdo refere-se a uma composicéao
farmacéutica compreendendo um sistema liquido-cristalino
(SLC) incorporando o trans-resveratrol (RES) e uso da mesma
para tratamento de desordens cuténeas, preferencialmente,
fotoenvelhecimento cutlneo. Uma vez gque o RES apresenta
baixa solubilidade em Agua, propde-se um sistema de
liberacdo ligquido-cristalino para sua administracdo tépica,

otimizando sua acdo farmacoldgica.
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