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Resumo,

A pele ¢ o unico orgao que reflete as mudangas inevitdveis que ocorre no

fo 0]

processo de envelhecimento do corpo. Sendo causado principalmente pela exposigao

o~

radiagdo ultravioleta e pelo processo cronoldgico. O envelhecimento da pele
tipicamente caracterizado pela destrui¢ao e baixa producao das fibras de coldgeno e
perda de gordura subcutanea levando a linhas e rugas faciais. O KTTKS ¢ um peptideo
estimulador da sintese de colageno (tipos I e III) na pele, muito usado em formulagdes
cosméticas no tratamento do envelhecimento cutaneo, mas devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas, sua penetragdo na pele nao ¢ eficiente. Para melhorar a penetracao do
KTTKS na pele para atingir a derme e exercer seu efeito estimulador da sintese de
colageno, modificagdes em sua sequéncia peptidica podem ser realizadas para melhorar
suas caracterisitcas fisico-quimicas e consequentemente sua disponibilidade.
Ingredientes funcionais e inovadores sistemas de liberacao estdo conduzindo uma nova
era de desenvolvimento de produtos. Os sistemas liquido cristalinos transportadores de
compostos ativos sdo promissores sistemas de liberagdo controlada de ativos. Tendo
como objetivo obter sistemas carregados de ativo hidrofilico ou lipofilico, propriedades
de liberagdo, estabilidade do produto final e baixa toxicidade. Estes sistemas de
liberacdo tém como objetivos principais modular a liberacdo do ativo, auxiliar a
penetragdo do mesmo na pele e, administrar um ingrediente ativo a um ou mais camadas
de pele, minimizando envolvimento sistémico. O objetivo deste trabalho foi sintetizar
um andlogo do KTTKS, denominado de Ac-WAhx-KTTKS, com o propdsito de
melhorar suas propriedades fisico-quimicas, para obter resultados favoraveis em relacao
a penetracdo do peptideo na pele e desenvolver sistemas liquido cristalinos para a
incorporagdo deste ativo. Baseado nos ensaios de citotoxicidade e biossintese de
coladgeno pode-se determinar a concentragdo ideal do peptideo Ac-WAhx-KTTKS, para
incorpora¢do nas formulacdes e obter sistemas seguros e eficazes. Foi possivel obter
sistemas liquido cristalinos para a incorporagdo do peptideo Ac-WAhx-KTTKS que
atuaram como sistemas de liberagdo controlada do mesmo. As formulagdes F2 e F7
possibilitaram a penetragdo do peptideo Ac-WAhx-KTTKS até o local alvo em

quantidade suficiente para promover um aumento na biossintese de colageno.
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Abstract

The skin is the only organ that reflects the inevitable changes that occur in the
aging process of the body. Being primarily caused by exposure to ultraviolet radiation
and the chronological process. Skin aging is typically characterized by low production
and destruction of collagen fibers and loss of subcutaneous fat leading to facial lines
and wrinkles. The KTTKS is a peptide that stimulates collagen synthesis (type I and
type III) in the skin, commonly used in cosmetic formulations for the treatment of aging
skin, but due to their chemical-physical characteristics, its penetration into the skin is
inefficient. To improve penetration of the skin to KTTKS reach the dermis and exercise
their stimulatory effect of collagen synthesis, changes in its peptide sequence can be
performed to improve their physicochemical characteristics and consequently its
availability. Functional ingredients and innovative delivery systems are leading a new
era of product development. The liquid crystalline systems carriers of active compounds
are promising active delivery systems. Have an aim get systems loaded with hydrophilic
or lipophilic active, release properties, the product stability and low toxicity. These
delivery systems have as main objectives modulate the active release, aid the
penetration of the skin and even administer an active ingredient one or more layers of
skin, minimizing systemic involvement. The aim this study was to synthesize an analog
of KTTKS, named Ac-WAhx-KTTKS, in order to improve its physicochemical
properties, to obtain favorable results with its permeation into the skin and develop
liquid crystalline systems for incorporation this peptide. Based on cytotoxicity and
biosynthesis of collagen assays can determine the optimal concentration of the peptide
Ac-WAhx-KTTKS for incorporation into formulations and obtain safe and effective
systems. It was possible to obtain liquid crystalline systems for the incorporation of the
peptide Ac-WAhx-KTTKS who acted as controlled release systems. The formulations
F2 and F7 allowed the penetration of the peptide Ac-WAhx-KTTKS to the target site

enough quantity to promote an increase in the collagen biosynthesis.
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Introdugdo, 4

Atualmente os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a sua saude,
bem-estar e aparéncia e para isto procuram produtos inovadores que possam fornecer
beneficios com minimos esfor¢os. Seguindo estas propensdes, pesquisadores se
empenham para desenvolver produtos altamente diferenciados para obter resultados
perceptiveis ao consumidor e para aperfeicoar os atributos sensoriais (Patravale and
Mandawgade, 2008). A concepcdo de novos sistemas que aumenta a eficacia de
compostos ativos ja existentes ¢ uma das novas tendéncias observadas em tecnologia
farmacéutica e cosmética nos ultimos anos (Nesseem, 2001). Neste contexto, os
sistemas liquidos cristalinos (SLC) tém despertado grande interesse como sistemas de
liberagdo de compostos ativos. Os SLC podem modificar a velocidade de liberagdao do
composto ativo, oferecer beneficios como o aumento da solubilidade e penetragdo na
pele. Devido a versatilidade estrutural dos SLC, oque corresponde aos dominios
hidrofilicos e lipofilicos, permite a incorporacdo de substincias ativas,
independentemente da sua solubilidade. De fato, os SLC podem promover uma resposta
apropriada por um longo periodo de tempo, melhorar a eficiéncia e reduzir os efeitos
colaterais do composto ativo (Yariv et al., 2010, Chorilli et al., 2011).

A pele ¢ o 6rgdo que mais reflete as mudancas inevitaveis que ocorrem no
processo de envelhecimento do corpo. Estas mudancas refletem de forma bastante
impactante sobre a vida social dos seres humanos, especialmente os fatores ligados a
autoestima e a qualidade de vida. Com o passar do tempo ocorre na pele o
envelhecimento  geneticamente programado, denominado de envelhecimento
cronologico. Além disso, a pele estd em contato direto com o meio ambiente e, portanto,
¢ submetida ao envelhecimento através da acdo de diversos fatores ambientais
(McCullough and Kelly, 2006). A radiagao ultravioleta (UV) do sol ¢ o principal fator

ambiental responsavel pelo envelhecimento da pele, chamado de fotoenvelhecimento. O
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fotoenvelhecimento, bem como o envelhecimento cronologico, ¢ um processo
cumulativo. Durante a ultima década, houve um progresso na compreensao dos
mecanismos celulares e moleculares relacionado ao envelhecimento cronologico e
fotoenvelhecimento, proporcionando oportunidades para o desenvolvimento de novas
terapias antienvelhecimento (Fisher et al., 2002, Draelos, 2007, Bermann, 2007).

A possibilidade de minimizar os efeitos do envelhecimento na pele representa
um extenso campo para pesquisa € apresenta um grande potencial para inovacdes 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 (Abu Samah and Heard, 2011,
Dracelos, 2007, Bermann, 2007).

Diversas pesquisas t€ém sido desenvolvidas com o objetivo para identificar e
isolar peptideos que desempenham fungdes na pele. A maioria dos peptideos bioativos
sdo fragmentos isolados de peptideos precursores maiores (Gorouhi and Maibach, 2009,
Lintner and Peschard, 2000). Estes peptideos demonstram importante papel em uma
variedade de processos fisiologicos, incluindo agdes como estimulacdo e regulacdo da
cicatrizacdo de feridas, efeito antimicrobiano e anti-inflamatorio (Lintner and Peschard,
2000). Além disso, tais peptideos também sdo indicados para serem utilizados em
preparagdes cosméticas, principalmente para tratamento do envelhecimento cutaneo
(Lupo and Cole, 2007, Namjoshi et al., 2008, Gorouhi and Maibach, 2009, Reddy et al.,
2012).

O KTTKS ¢ um peptideo estimulador da sintese de colageno (tipos I e III) na
pele, muito usado em formulagdes cosméticas no tratamento do envelhecimento
cutaneo, mas devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, sua penetracdo na pele nao

¢ eficiente. Na tentativa de melhorar a penetracdo do KTTKS na pele para atingir a
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derme e exercer seu efeito estimulador da sintese de coldgeno, modificagdes em sua
sequéncia peptidica foram realizadas para melhorar suas caracterisitcas fisico-quimicas
e consequentemente sua disponibilidade (Abu Samah and Heard, 2011).

Katayama e colaboradores sintetizaram 12 sequéncias diferentes baseada na
sequéncia basica KTTKS e estudaram seus efeitos na sintese de colageno em varias
células mesenquimais por ensaio de cultura in vitro, e observaram que a sequéncia
basica ¢ a sequéncia minima necessaria para estimulacdo da producdo de colageno e
fibronectina em células mesenquimais. Assim, quando foi retirado ou substituido algum
aminoacido deste sequéncia basica, sua atividade foi perdida ou muito diminuida.

Os peptideos geralmente apresentam caracteristicas fisico-quimicas que tornam
seu uso inadequado, como a susceptibilidade a degradagdo proteolitica (por
metabolismo hepatico de primeira passagem), sensibilidade a condi¢do de pH extremo
(estdmago) e risco de induzir uma resposta imune. A aplicacdo tdpica oferece
aparetemente uma protecdo aos problemas acima, sendo uma rota mais direta para o
local de acgdo, e a liberagdo suficiente do composto na area-alvo. Além disso, maior
biodisponibilidade poderia ser alcancada devido a redugdo de metabolismo. No entanto,
existem varias questdes a considerar no uso de peptideos como compostos ativos em
formulacdes topicas, em particular a sua penetracao passiva e potencial de penetragdao
através da pele. O principal obstaculo que os peptideos enfrentam na liberagdao
transcutanea ¢ a anatomia da pele, sendo o estrato corneo uma barreira lipidica para a
absor¢ao de ativos na pele.

Os peptideos geralmente sdo macromoléculas, isto €, 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 modificagdes na estrutura dos peptideos a fim de melhorar caracteristicas
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indesejadas que impedem sua eficacia. (Lupo and Cole, 2007, Abu Samah and Heard,
2011).

Na tentativa de promover um aumento da penetracdo do peptideo KTTKS na
pele, pesquisadores fizeram modificacdes na sua sequéncia peptidica, tais como a
ligagdo de um &cido palmitico ao KTTKS (Palmitoil-KTTKS) e a ligacdo de um acido
ascorbico ao KTTKS (pentapeptideo ascorbil estabilizado). Mas nenhum dado foi
relacionado a penetragdo destes derivados na pele (Abu Samah and Heard, 2011,
Robinson et al., 2005). Este fato pode ser devido a baixa concentragdo de uso, tornando-
se dificil obter um método adequado para a quantificacdo do peptideo (Abu Samah and
Heard, 2011).

Com base nestes estudos, as modificagdes na sequéncia peptidica KTTKS para
diminuir a sua hidrofilia e a utilizagdo de sistemas de liberagdo que promovam a
penetragdo do peptideo na pele representa uma alternativa vidvel para o tratamento

topico do envelhecimento cutaneo.
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Matriz extracelular

Os tecidos sao constituidos por células e macromoléculas localizadas no espago
extracelular, que formam uma intrincada rede constituindo a matriz extracelular (MEC).
Essa MEC ¢ composta por varias proteinas e polissacarideos que sdao secretados
localmente e reunidos em uma rede organizada e em estreita associacdo com a
superficie das células que os produzem (Carlson and Longaker, 2004, Alberts et al.,
2004).

Em nossos corpos, a forma mais abundante de MEC ¢ encontrada em tecido
conectivo volumoso como os 0ssos, o tendao e a camada dérmica da pele. As células do
tecido conectivo estdo embebidas em uma MEC complexa que ndo somente serve para a
sustentacdo passiva, mas também desempenha um papel ativo na regulagdo do
comportamento das células que fazem contato, influenciando o desenvolvimento, a
migracdo, a proliferacdo, a forma e a fungdo (Alberts et al., 2004, Carlson and
Longaker, 2004).

A MEC ¢ formada pelas duas principais classes de macromoléculas da lamina
basal: (1) as cadeias de polissacarideos de glicosaminoglicanos, as quais estdo,
normalmente, covalentemente ligadas a proteinas na forma de proteoglicanos, e (2) as
proteinas fibrosas como, elastina, fibronectina, laminina e colageno. As moléculas de
proteoglicanos formam uma substancia semelhante a um gel, altamente hidratada, na
qual estdo dispersas as fibras proteicas. O gel de polissacarideos resiste a forcas de
compressao na MEC ao mesmo tempo em que permite a rapida difusdo dos nutrientes,
metabolitos e hormonios entre o sangue e as cé€lulas dos tecidos. As fibras colagenas
fortalecem e auxiliam a organizar a MEC, as fibras de elastina, semelhantes a borracha,

fornece a resisténcia, a fibronectina, importante na adesao da célula do tecido conectivo
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com a matriz e a laminina, atua como um organizador primario da estrutura das
camadas (Alberts et al., 2004).

Os fibroblastos da derme sdo componentes essenciais da pele, eles interagem
mecanica e quimicamente com a MEC, sintetizando as fibrilas de coldgeno e
depositando-as na orientacdo correta e também se comunicando entre si € com outros
tipos celulares. Os fibroblastos dérmicos representam uma populagdo heterogénea de
células definidas de acordo com a sua localizagdo no interior da derme. Duas
subpopulagdes de fibroblastos estdo localizadas em duas camadas distintas da derme: a
derme papilar e a derme reticular (Chung et al., 2001). Uma terceira subpopulagdo de
fibroblastos esta localizada em torno dos foliculos pilosos. Fibroblastos “maduros” com
uma menor capacidade de transformagdo podem, por exemplo, existir lado a lado com
fibroblastos “imaturos” (frequentemente denominados células mesenquimais) que
podem desenvolver uma variedade de tipos celulares (Alberts et al., 2004).

Os colagenos sdo as principais proteinas da MEC. Essas proteinas fibrosas sdo
produzidas e secretadas por fibroblastos do tecido conectivo e por uma variedade de
outros tipos celulares. A principal caracteristica de uma molécula de colageno tipica ¢ a
estrutura longa e rigida de sua fita tripla helicoidal, na qual trés cadeias polipeptidicas
de colageno, denominadas cadeias a, sdo enroladas umas nas outras formando um tipo
de corda supertorcida, como mostrado na Figura 1. Os colagenos sdo ricos em prolina e
glicina, importantes na formagdo da fita tripla helicoidal. Na pele, os coldgenos estdao
localizados na derme, eles respondem por sua maior parte, sendo responsavel por 70%
do peso e pela maior parte da fungdo da derme. O colageno tipo I ¢ o mais comum,
representando 80% do colageno presente na derme, formando a rede reticular na regiao

profunda da derme e existe também, o colageno tipo III, representando 15% do
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colageno da derme, localizado na membrana basal, servindo para fixar a epiderme a

derme (Chung et al., 2001).

Figura 1. Modelo da hélice triplice do colageno. Os trés filamentos sdo mostrados em
cores diferentes.

A quantidade de tecidos da pele diminui com o envelhecimento, diminuindo
aproximadamente 7% do valor original. Um pardmetro importante a respeito € a perda

de colageno, pela diminuicao da sintese, e/ou pelo aumento da degradagdao ou ambos.

Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento ¢ um processo biologico complexo, continuo que se
caracteriza por alteracdes celulares e moleculares, com diminui¢do progressiva da
capacidade de homeostase do organismo, levando a senescéncia e morte celular
programada (apoptose). Nos Uultimos 40 anos ocorreram muitos progressos na
compreensdo dos mecanismos do envelhecimento. Existem evidéncias de que sdo
influenciados pelo dano causado ao DNA por agressdes internas e externas (Bagatin,
2009).

O envelhecimento da pele pode classificado em envelhecimento intrinseco e
extrinseco. O envelhecimento intrinseco, ou cronoldgico, ¢ devido as senescéncias
geneticamente controladas, e também devido as espécies reativas de oxigénio formadas
intracelularmente como consequéncia do proprio metabolismo celular. Neste processo o
envelhecimento ¢ inevitdvel e aparentemente nao esta susceptivel as alteracdes

y .

comportamentais do individuo. Ja o envelhecimento extrinseco ¢ influenciado por
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fatores originados externamente, sendo um processo cumulativo de degeneragdo
induzida por anos de exposi¢ao a cofatores ambientais, como o fumo e o sol.

As alteragdes observadas na epiderme sdo principalmente, o retardamento da
divisdo celular, gerando o afinamento da epiderme e da derme; a desorganizagdo da
camada cornea, que leva a uma desidratagdo superficial; a formagdo de rugas com o
espessamento da pele e frouxidao tegumentar; o aparecimento de manchas, causado por
alteracdes na sintese de melanina; a debilitagdo das defesas da pele devido a rarefagdo
das células de Langerhans; e, em alguns casos, a multiplicagdo celular anarquica,
levando ao aparecimento de tumores (Gilchrest, 2008).

O envelhecimento cutaneo precoce causado pelo sol, conhecido como
fotoenvelhecimento, ¢ devido a radiagdo ultravioleta que este emite. A radiagdo
ultravioleta, além de causar o bronzeamento na pele, pode causar reagdes patologicas
quando a pele é exposta demasiadamente a luz solar (Bermann, 2007, Draelos, 2007).

A radiagdo solar excessiva pode causar reacdes inflamatdrias; ruptura da
membrana lisossomal, com liberacdo de enzimas destrutivas como as elastases
fibroblasticas; e modificacdes sobre o DNA celular, que pode ter consequéncias sobre a
divisdo celular e sintese de proteinas. Todos estes impactos podem acarretar a
aceleracdo do envelhecimento cutineo (Hernandez and Mercier-Fresnel, 1999). O
fotoenvelhecimento acredita-se ser responsavel por aproximadamente 80% das
alteragOes da pele atribuidos ao processo de envelhecimento (Bermann, 2007, Draelos,
2007)

O envelhecimento cutaneo causa a degradacao e diminui¢do da sintese de fibras
colagenas e elasticas da matriz extracelular na derme. Isto pode ser devido a diminui¢do
da proliferacdo e da atividade dos fibroblastos 14 contidos. Estas mudancas celulares

causam alteracdes quali-quantitativas das fibras coldgenas e elasticas na derme, com
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isso, ha perda da capacidade de retragdo e do poder tensor da pele. A exposi¢ao repetida
ao sol causa dano dérmico acumulativo que resulta nas rugas caracteristicas da pele
fotoenvelhecida. Clinicamente a pele com envelhecimento intrinseco apresenta-se
palida e com rugas finas, diminui¢do da elasticidade, maior fragilidade epidérmica,
ressecamento e diminui¢do da capacidade de cicatrizacdo de feridas. A pele com
envelhecimento extrinseco apresenta enrugamento grosseiro com perda da elasticidade,
alteracdes na textura e pigmentacdo, ceratoses actinicas, telangiectasias e aspecto
amarelado (Fisher et al., 2002, Hirata et al., 2004).

Os processos moleculares envolvidos no fotoenvelhecimento, derivam da
capacidade da radiagdo UV para deserregular o mecanismo celular que regula as
respostas das células a estimulos extracelulares fisiologicos e ambientais. Este processo
celular defeituoso que danifica o tecido conjuntivo da pele ¢ iniciado pela geracdo
fotoquimica de radicais livres (Fisher et al., 2002). A figura 2 mostra esquematicamenta

os danos da radiagdo UV no tecido conjuntivo da pele.
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Figura 2. Modelo que descreve os danos causados pela radiagdo UV no tecido
conjuntivo da pele. A radiagdo UV o fator de crescimento e receptores de citocinas na
superficie dos queratindcitos (QC) e fibroblastos (FB). Os receptores ativados
estimulam a cascata de transdugdo de sinais que induzem o fator de transcri¢ao (AP-1),
o qual estimula os genes de metaloproteinase da matriz (MMP). Nos fibroblastos, o AP-
1 inibe também a expressdo do gene do procoldgeno. As MMPs sdo secretadas a partir
dos fibroblastos e queratindcitos e quebram coldgenos e outras proteinas que compdem
a matriz extracelular dérmica. A reparag¢do imperfeita do dano dérmico compromete a
integridade funcional e estrutural da matriz extracelular. A exposicdo solar repetida
provoca o acumulo de dano dérmico que, eventualmente, resulta na caracteristica
enrugada da pele foto danificada. Adaptado de (Fisher et al., 2002).

O processo de diminui¢ao da sintese de colageno e aumento da sua degradacao
causado pela radiagdo UV, produz microcicatrizes, que ao longo da vida tornam-se
macroferidas visiveis na pele, como as rugas. De fato, a produgdo de coldgeno volta
completamente ao normal dentro de dois dias apds a suspensdo da exposi¢do solar. Para
evitar esse processo de deplecao celular, a pele possui seu proprio mecanismo de defesa
tais como: enzimas, vitaminas e agentes quelantes de ions metalicos. Entretanto, a
capacidade protetora desse mecanismo diminui com o envelhecimento, assim
compostos exogenos sdo sugeridos, como compostos antioxidantes, promotores da

sintese de colageno, entre outros. (Hirata et al., 2004, Bermann, 2007).
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Peptideo KTTKS

O peptideo KTTKS ¢ um subfragmento do propeptideo de colageno tipo I,
composto por uma sequéncia de cinco residuos de aminoacidos, que sdo: lisina —
treonina — treonina — lisina — serina (Figura 3). Ele ¢ capaz de induzir a sintese de
colageno (tipo I e III) e fibronectina na pele e atuar no tratamento do envelhecimento
cutaneo e cicatrizagao de feridas. Esta sequéncia foi descoberta em 1993 por um grupo
de pesquisadores da Universidade da Tennessee e foi descrito como a sequéncia minima
capaz de reter 80% da atividade original do peptideo que estimula a sintese da matriz
extracelular (Katayama et al., 1993, Abu Samah and Heard, 2011, Gorouhi and
Maibach, 2009).

O peptideo KTTKS ¢ considerado um “peptideo sinalizador”, pois tem a
capacidade de aumentar a remodelacdo dérmica pelo desencadeamento de processos
celulares tais como, a ativag@o do fator de crescimento transformante (TGF-f3), com isso
o TGF-B liga-se aos seus receptores presentes nos fibroblastos e assim, a expressao do
gene do procolageno a 1 (I) ¢ aumentada. Devido a estimulagdo da expressao do gene
do procolageno a 1 (I) ha um aumento na produ¢do de matriz extracelular na derme.
Inibidores da atividade da colagenase também sdao estimulados pelo peptideo KTTKS,

assim menos fibras colagenas e elasticas sao degradadas na matriz extracelular.

Figura 3. Estrutura molecular do KTTKS. Fonte: (Abu Samah and Heard, 2011)

Danila Ap. Scatolin Guglielmi



Revisdo Bibliogrdfica 16

Segundo Katayama e colaboradores, o efeito estimulador do peptideo KTTKS
em colageno (tipos I e III) refere-se principalmente a via biossintética, em vez das vias
de degradacdo e exportacdo. Recentemente, um estudo mostrou que o peptideo KTTKS
promoveu a sintese de coladgeno tipo I pela manutengdo da estabilidade do mRNA em
um processo associado com a autorregulacdo da expressdo do fator de crescimento
transformante (TGF-B) (Tsai et al., 2007). Apesar de tal conhecimento, 0 mecanismo de
acao do peptideo KTTKS ainda nao foi completamente estabelecido.

Os peptideos geralmente sdo macromoléculas (alta massa molecular) e de carater
hidrofilico, contribuindo assim, para a sua pobre penetragdo passiva na pele. Além
disso, os peptideos sdo formados por multiplas ligagdes amida (que possui um grupo
doador e um receptor de ligagdo de hidrogénio) que podem afetar a sua difusdo através
da pele (Benson et al., 2003). O peptideo KTTKS age em camadas profundas da pele,
na derme, com isso o peptideo tem que atravessar o estrato corneo e a epiderme para
atingir estas camadas, tornando sua penetragdo na pele essencial para sua atividade
(Namjoshi et al., 2008, Abu Samah and Heard, 2011).

Uma estratégia para melhorar a penetracdo através da pele € usar compostos
promotores de penetracdo co-administrados. Um estudo sugere o uso de substancias
lipofilicas, como os &cidos graxos, com o objetivo de potencializar a penetracdo por
meio de varios mecanismos possiveis: desorganizar a estrutura de lipideos no estrato
corneo para aumentar a “fluidez”’; aumentar o particionamento de pele/veiculo de um
permeante; aumentar o transporte de solvente para dentro ou através da pele (Aungst et
al., 1990).

Yamamoto e colaboradores sintetizaram trés derivados lipofilicos por
modificagdo quimica a partir do acido butirico, acido capréico e acido octandico para

estudar o efeito da acilagdo na estabilidade, permeabilidade e acumulagdo do dipeptideo
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Phe-Gly na pele. Eles observaram que a estabilidade e permeabilidade do dipeptideo
Phe-Gly foram melhoradas pela modificagdo com os 4cidos graxos e este aumento na
permeabilidade poderia ser atribuido pela protecdo de dipeptideo Phe-Gly da
degradagdo enzimdtica na pele e o aumento da particdo do dipeptideo Phe-Gly no
estrato cérneo. O C6-PheGly, composto modificado com o acido caproico foi o

derivado que mais permeou em compara¢ao com os outros derivados.

Via cutanea

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo, altamente complexa, responsavel por 15% do
peso total do corpo adulto. Possui uma estrutura elaborada, associando tecidos de
diversas origens (epitelial, conjuntivo, vascular, muscular e nervoso) que exercem
funcdes vitais. Estes tecidos sdo organizados em trés camadas: a epiderme (e seus
apéndices, foliculos e glandulas sudoriparas pilosebaceas); a derme, separada da
epiderme pela jungdo dérmico-epidérmica; e a hipoderme (Figura 4). A epiderme ¢ um
epitélio estratificado que se renova continuamente. Composta por diversos tipos
celulares, principalmente (90-95%) por queratindcitos, que sdao células epiteliais,
também estdo presentes as células de Langerhans, melandcitos e células de Merkel. As
c€lulas epidérmicas sdo dispostas em camadas continuas, que compreende (de baixo
para cima): a camada basal, a camada espinhosa, a camada granular e a cornea. A derme
¢ um suporte, compressivel e elastico do tecido conjuntivo protegendo a epiderme, seus
anexos ¢ plexos vasculares e nervosos estdo passando por ela. Composta por células e
moléculas fibrosas, ela sofre uma continua transformacao, regulada por mecanismos que
controlam a sintese e degradacdo de seus componentes proteicos. A derme ¢ dividida
em derme superficial ou papilar e derme reticular ou profunda, contém varias células
(fibroblastos, dendrocitos dérmicos, mastocitos), vasos e terminagdes nervosas. Ela ¢
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feita de fibras de coldgeno dispostas em feixes soltos e de finas fibras eldsticas que se
estendem perpendicularmente a juncdo dérmico-epidérmica. A derme (profunda)
reticular € composta por feixes de coldgenos mais grossos, tendendo a ficar paralela a
superficie da pele e, contém também a parte profunda de anexos cutianeos, plexos

vasculares e nervosos (Kanitakis, 2002, Walters, 2002)

Poro . seul Glinﬂula
: orpusculo sebacea Pélo
sudoriparo de Meissner,

. ; SR Camada cérnea
Epiderme - ) : (queratinizada)

Terminagao
nervosalivre

Derme — 9 . Glandula
% sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Hipoderme Tecido subcutaneo

(adiposo)

Foliculo piloso

Figura 4. Estrutura da pele.

A administragdo de compostos ativos na pele, seja para um tratamento local
(tépico) ou sistémico (transdérmico), baseia-se na difusdo do farmaco através das
diversas camadas da epiderme (Figura 5). A camada mais superficial deste tecido, o
estrato corneo, mantém o contetdo de agua no organismo mesmo em condigdes
climaticas varidveis, bem como limita a absor¢do de substancias toxicas do ambiente.
Sendo assim, o estrato cérneo apresenta excelentes propriedades de barreira para a
penetracdo de ativos na pele, o que limita a liberagdo de um grande niimero de
substancias por esta via. A maioria dos compostos ativos liberados pelos sistemas
transdérmicos convencionais sao moléculas pequenas, potentes e relativamente

lipofilicas. A administragdo cutanea de ativos polares e que apresentam carga ¢
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particularmente dificil, devido a lipofilicidade intrinsica do estrato corneo (Gratieri et

al., 2008, Green et al., 1993).

FARMACO NA FORMULACAO
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+ Liberacio
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Figura 5. Estrutura da pele e processos da absor¢do percutinea e liberagdo
transdérmica. A absor¢do pode ocorrer através dos ductos sudoriparos (1); regides
intercelular do estrato corneo (2); e através dos foliculos pilosos (3). Adaptado de
Walters 2002.

Apesar da grande utilizacdo e vantagens que a via oral oferece, varios compostos
ativos, como os peptideos, quando administrados por esta via podem ser inativados por
enzimas proteoliticas (metabolismo hepatico de primeira passagem), sensibilizados pelo
pH do estomago e risco de induzir uma resposta imune. Assim, nos ultimos anos tem
ocorrido um grande interesse no desenvolvimento de produtos para administragdo
cutanea. Para isso, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido de conhecer os
mecanismos de permeabilidade cutanea das substancias ativas (Lupo and Cole, 2007).

A via cutanea apresenta inimeras vantagens tanto para a liberagao topica quanto
para a penetracdo cutanea de ativos, oferecendo aparentemente uma rota mais direta ao

local de agdo, além disso, maior biodisponibilidade pode ser obtida como resultado do
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baixo metabolismo. Entretanto, hd varias questdes a considerar quando se fala de
formulagdo com peptideos, particularmente sua permeagdo passiva e potencial
penetracdo através da pele (Abu Samah and Heard, 2011, Lupo and Cole, 2007).

A penetragdo através da pele, de substancias ativas como os peptideos, torna-se
dificil diante de algumas caracteristicas fisico-quimicas, como hidrofilia e alta massa
molecular. Portanto, o uso de promotores de penetragdo pode melhorar o transporte de
alguns ativos através da pele (Yamamoto et al., 2003).

Os promotores de penetragdo sdo compostos quimicos que, sozinhos s3o
farmacologicamente inativos, mas pode interagir com os constituintes do estrato corneo,
assim reduzindo a resisténcia da difusdo do farmaco na pele. Um promotor de
penetragdo também pode aumentar a atividade termodinadmica do ativo, assim
resultando no fluxo do ativo aumentado (Suhonen et al., 1999). Sao exemplos, dimetil-
sufoxido (DMSO), ureia, solventes organicos (ex. etanol), acidos oléico, acido caprdico,
ésteres graxos (miristato de isopropila, palmitato de isopropila) e tensoativos. A
penetracdo de compostos ativos através da pele depende também das propriedades
fisico-quimica de suas moléculas, das formulagdes, bem como da fungdo barreira da
pele no transporte (Trommer and Neubert, 2006).

A eficacia do Ac-WAhx-KTTKS depende da habilidade do peptideo penetrar no
estrato corneo, permear na epiderme viavel, sem significante interacio com os
queratinocitos e enzimas proteoliticas, e assim alcangar e atravessar a membrana basal
para ser capaz de induzir o seu efeito nas células da derme. No entanto, o estrato corneo
¢ considerado a maior barreira para a penetracdo do peptideo (Abu Samah and Heard,

2011).

Danila Ap. Scatolin Guglielmi



Revisdo Bibliogrdfica 21

Deste modo, entender como estes mecanismos ocorrem ¢ importante para o
desenvolvimento de sistemas mais eficientes e inovadores. Principalmente no caso dos

peptideos, onde existem poucos estudos relacionados a sua eficiente penetragdo na pele.

Sistemas liquido cristalinos e liberacéo controlada de ativos

Os sistemas liquido cristalinos sdo caracterizados por apresentarem um grau de
ordem molecular intermediario, caracteristicos de sélidos e liquidos. Possuem ordem
estrutural, rigidez e ligagdes definidas como a dos sélidos e, mobilidade, regides
desordenadas e fluidas como a dos liquidos, ou seja, esta mesofase possui propriedades
mecanicas tipicas do estado liquido e certa ordem molecular, constituindo assim uma
fase fluida e ordenada (Hyde, 2001, Bechtold, 2005).

Os sistemas liquido cristalinos podem ser considerados micelas ordenadas com
arranjo molecular caracterizado por regides hidrofébicas e hidrofilicas alternadas
(Friberg, 1990, Lawrence and Rees, 2000). A mesofase liquido cristalina pode ser
alcancada pelo aumento da temperatura (termotropicos) ou pela adigdo de um solvente
(liotropicos). A classe termotropica dos sistemas liquido cristalinos sdo formadas pela
influéncia da temperatura do sistema, no qual a substincia ¢ submetida, ou seja, para a
molécula se organizar ¢ necessario uma quantidade de energia disponivel proveniente
da temperatura, sendo, portanto pouco estaveis.

A classe liotropica ¢ formada pela associagdo de uma ou mais substancias
anfifilicas (tensoativos) e um solvente, geralmente a 4gua. A formacdo destas estruturas
leva em consideragdo a natureza hidrofilica e lipofilica do tensoativo, ou seja, depende
do seu valor de EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico), presenca de sais, oleos e co-
tensoativos, assim como a temperatura, estrutura do tensoativo e a propor¢do dos

componentes do sistema (Hyde, 2001, Bechtold, 2005). Sao sistemas
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termodinamicamente estdveis e podem ser armazenados por longos periodos de tempo
sem separacao de fase (Iwai et al., 1998).

De acordo com Tiddy, os cristais liquidos liotropicos sdo considerados como um
conjunto ordenado de micelas de grandes dimensdes, ocorrendo em altas concentragdes
de tensoativos e sempre acima da concentragdo micelar critica (Tiddy, 1980).

Diferentes estruturas liquido cristalinas podem ser formadas, como lamelares
hexagonais ou cubicas (Figura 6) (Gaisin et al., 2010). A fase lamelar ¢ 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, sdo recomendadas principalmente para o desenvolvimento
de produtos para administracdo dérmica (Prestes et al., 2009). J& na fase hexagonal, os
agregados de tensoativos sdo formados pelo arranjo de cilindros longos, originando
estruturas bidimensionais. Na fase hexagonal, chamada de fase hexagonal direta, as
moléculas do tensoativo se agrupam em micelas cilindricas circulares, com agua
preenchendo o volume entre os cilindros, enquanto que na fase hexagonal reversa os
cilindros contém canais de dgua circundados pelas cabegas polares do tensoativo € a
por¢do oleosa localizada ao redor dos cilindros. A fase clbica, as moléculas estdo
arranjadas numa estrutura tridimensional, a qual consiste de duas redes congruentes de
canais de agua envolvidos por bicamadas lipidicas ou de tensoativo (de Oliveira et al.,

2004).
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Figura 6. Representacao das fases liquido cristalinas liotropicas. Adaptado de (Singh,
2000).

A liberagdo de compostos ativos na derme e transderme pode ser influenciada
pelo tipo de fase formada no sistema liquido cristalino. A fase cubica pode aumentar
significativamente a reten¢do de ativos na camada superior da pele (estrato corneo),
enquanto que a fase hexagonal pode favorecer a penetracdo em camadas mais profundas
da pele (epiderme e derme) assim como a absor¢do percutanea (Otto et al., 2009).

Os sistemas liquido cristalinos transportadores de compostos ativos sao
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 (Muller-Goymann, 2004).

Nos tltimos anos tem havido grande interesse em sistemas liquido cristalinos
como sistemas de liberagdo pela industria cosmética e quimica e também na area
farmacéutica. As razdes para este interesse incluem a extensa semelhanca destes
sistemas coloidais com substancias contidas no organismo (Kudla et al., 2010).

As estruturas liquido cristalina de um sistema podem alterar o perfil de liberagao

de compostos ativos por prevenir a liberacao rapida do ativo dissolvido na fase liquido-
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cristalina, agindo como uma barreira difusional. Este efeito ¢ devido a estrutura
organizada do cristal liquido ao redor das goticulas, que reduz efetivamente o transporte
interfacial do ativo dissolvida dentro das goticulas. As substincias aprisionadas serdo
liberadas mais lentamente a partir dessa matriz do que a partir de solventes lipofilicos
aplicados a superficie da pele, devido a interagdo entre o cristal liquido e o estrato
corneo. Além de afetar a liberagdo do ativo, a mesofase pode alterar a dire¢do do seu
movimento, assim como aumentar sua solubilidade, em fun¢ao das regides de diferentes
polaridades existentes nesses sistemas (Farkas et al., 2000). A interagdo ativo-sistema
desempenha importante papel no controle da liberagao. Entretanto, a razao da liberagao
de ativos incorporados em sistemas liquido cristalinos dependerd da estrutura da
mesofase, assim como das caracteristicas fisico-quimica do ativo (Gabboun et al.,
2001). Outra propriedade de grande importancia e destaque dos cristais liquidos ¢
promover o aumento da reten¢ao de dgua no estrato corneo, proporcionando aumento na
hidratagdo cutanea. Os cristais liquidos podem fisiologicamente integrar a barreira
lipidica da pele, ajudando a refor¢ar a sua integridade, evitando a perda de agua e
reduzindo os danos de fatores ambientais (Iwai et al., 1998).

Um aumento reversivel na permeabilidade do estrato corneo pode ser alcancado
sem irritacdo irreversivel da pele através do uso de um tensoativo ndo-ionico. Tais
tensoativos podem ainda, aumentar consideravelmente a solubilidade de compostos
ativos que sejam insoliveis ou pouco soluveis em agua (Makai et al., 2003). Devido as
estruturas organizadas formadas pelos tensoativos, os sistemas liquido cristalinos sao
capazes de promover a encapsulacdo de ativos, assim protegendo-os de foto e termo
sensibilizacdo, melhorando a estabilidade e a biodisponibilidade e retardando e
prolongando a sua liberacao (Lopes et al., 2006, Yariv et al., 2010, Farkas et al., 2000,

Brinon et al., 1999). Os sistemas liquido cristalinos liotropicos apresentam boa
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penetracdo devido a baixa tensdo interfacial decorrente da interface 6leo/agua e podem
facilitar a difusdo progressiva de substincias biologicamente ativas na pele ou
circulagdo sistémica, como os aminoacidos e peptideos, que t€ém dificuldade de penetrar
na pele por serem macromoléculas (Makai et al., 2003, Chuealee et al., 2007, Prestes et
al., 2009).

Nas ultimas décadas, extensas pesquisas com sistemas liquido cristalinos tém
sido feitas através do desenvolvimento de diagramas de fases. O diagrama de fases
descreve as condi¢des em que os componentes devem ser combinados para formar um
sistema especifico. Dependendo da razdo entre os componentes (tensoativo/fase
aquosa/fase oleosa) diferentes arranjos liquido cristalinos podem ser formados (Alany et
al., 2001, Boonme et al., 2006).

As principais técnicas utilizadas para a caracterizacdo das fases liquido
cristalinas sdo, a microscopia de luz polarizada (MLP), o espalhamento de Raios-X a
baixo angulo (SAXS) e a reologia, onde estuda-se as propriedades fisico-quimicas
internas dos sistemas. A MLP ¢ o método mais adequado para a identificagdo primaria
de mesomorfismo (Gaisin et al., 2010). A fase ctbica ¢ identificada como um campo
escuro, a fase hexagonal como estrias e a fase lamelar como cruzes de malta (Vicentini
et al., 2008). O espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS) ¢ uma técnica usada
para confirmacao da caracterizacao feita por MLP, onde a posi¢do relativa dos picos de
SAXS no vetor de espalhamento (q) ¢ usada para determinar a estrutura da fase
cristalina (Wang and Zhou, 2009). Nos ensaios de reologia estuda-se o comportamento

dos arranjos das moléculas de tensoativo nos sistemas coloidais (Wang et al., 2006).
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Composicao dos sistemas

A escolha dos componentes das formulagdes ¢ muito importante para o
desenvolvimento dos sistemas de liberacdo de ativos. Essa escolha deve ser criteriosa,
pensando na minima toxicidade, irritabilidade, capacidade de solubilizacao do ativo a
ser incorporado nos sistemas, bem como a capacidade de formar os sistemas desejados
(Kreilgaard, 2002).

Os agentes tensoativos sao fundamentais na estabilizacdo dos sistemas coloidais.
Sao substancias caracterizadas pela presenca de uma regido polar e outra apolar em suas
estruturas moleculares, as quais sdo definidas pelo equilibrio apresentado entre a parte
polar e a apolar do tensoativo, denominado Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL). Os
valores de EHL inferiores a dez indicam predominancia da por¢ao apolar do tensoativo,
tornando-se adequadas para o preparo de emulsdes A/O, ou seja, emulsdes onde a fase
externa ¢ composta pelo material graxo e a fase interna pela dgua. No entanto, valores
superiores a dez indicam a prevaléncia da porcao polar, assim o emprego do tensoativo
na obtengdo de emulsdes O/A, ou seja, emulsdes onde a fase externa ¢ composta pela
agua e a fase interna pelo material graxo (Kreilgaard, 2002).

Sistemas de liberacdo de farmacos estabilizados com tensoativos nao i0nicos
sdao, geralmente, menos afetados pela presenca de aditivos (tampao, eletrolitos e
conservantes) e mudancas no pH que os tensoativos i6nicos, além de serem mais
seguros € menos susceptiveis em causar irritagao (Kreilgaard, 2002, Garti et al., 2003).
Durante anos, as microemulsdes formadas por tensoativos nao idnicos de cadeia longa
tém sido estudadas como sistemas de liberacdo de farmacos. No entanto, existem
poucos estudos sobre fases liquidas cristalinas para esta aplicagdo, obtidas por estes

tensoativos (Wang et al., 2006).
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Dentre os tensoativos, os derivados da classe dos polioxietilenos tém sido muito
utilizados. O Polyoxyethylene (10) oleyl ether, cujo INCI (International Nomenclature
of Cosmetic Ingredient) ¢ Oleth-10, comercialmente conhecido como Brij O10, Brij 96
e Brij 97, ¢ um tensoativo de cadeia longa, ndo i6nico, que se apresenta como um
liquido ligeiramente turvo, incolor, de odor leve e caracteristico, EHL = 12,4, pH (sol.
Aquosa 3%, 25 °C) = 5,5 — 7,5, com a seguinte estrutura quimica: C;gH35-O-(CH,CH,)x
H; x = 10, farmacologicamente aceito, e capaz de formar sistemas microestruturados
(Wang and Zhou, 2009, Aldrich, 2010).

O Oleth-10 ¢ atualmente utilizado em uma variedade de formulacdes
farmacéuticas, cosméticas e alimenticia. Durante os ultimos anos, pesquisas do
comportamento de fase de sistemas liquido cristalinos usando tensoativos de cadeia
longa tém atraido cada vez mais interesse devido a sua capacidade de formagdo de
diversas estruturas liquido cristalinas (Wang et al., 2006, Wang and Zhou, 2009).

A fase oleosa também ¢ um importante componente, pois influencia na
estruturacdo dos sistemas e na solubilidade do ativo. Estas devem ser compativeis com
o ativo usado, principalmente se este for lipofilico. A maioria dos 6leos utilizados nos
sistemas estruturados para uso farmacologico sdao volumosos e semi-polares, ao
contrario dos 6leos hidrocarbonicos que sdo comumente utilizados em outras aplicagdes
(Agatonovic-Kustrin et al., 2003, Valenta and Schultz, 2004). Quando estes sistemas
sao administrados pela via cutdnea, os compostos oleosos podem atuar como
promotores de permeacao, melhorando a penetracao de ativo através da pele (Podlogar
et al., 2005). Desta forma, os ésteres de acido graxo, como o Isopropyl myristate, ¢
farmacologicamente aceitavel e bastante utilizado na obtencdo de sistemas estruturados

(Figura 7).

Danila Ap. Scatolin Guglielmi



Revisdo Bibliogrdfica 28

/\/\/\/\/\/\)OLOJ\

Figura 7. Estrutura molecular do Isopropyl myristate.

Wang e colaboradores verificaram que sistemas compostos por Polyoxyethylene
(10) oleyl ether /Isopropyl myristate/Agua apresentaram diferentes fases liquido
cristalinas em fun¢ao da variagdo da proporg¢ao entre os componentes.

Gabiga e colaboradores estudaram o efeito de promotores de penetragdo na
penetragdo do isosorbide dinitrate na pele de ratos para um sistema terapéutico
transdérmico, e foi observado um aumento do efeito promotor de penetracao na pele do
Isopropyl myristate na permeagado percutanea do isosorbide.

As caracteristicas fisico-quimicas, a solubilidade e coeficiente de particdo 6leo-
agua, do tensoativo e das fases oleosa e aquosa, assim como as propor¢des dos
componentes, sao fatores essenciais na formulagao destes sistemas estruturados.

O comportamento de sistemas composto por tensoativo/6leo/adgua ¢ geralmente
representado pela construgdo de um diagrama de fases ternario, onde descreve as
condi¢cdes em que os componentes devem ser combinados para formar sistemas

especificos (Alany et al., 2001).
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Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo sintetizar um andlogo do peptideo KTTKS,
denominado de Ac-WAhx-KTTKS e desenvolver sistemas liquido cristalinos que

facilitem sua penetracdo na pele.

Objetivos especificos

e Sintese do Ac-WAhx-KTTKS;

e Avaliacdo da citotoxicidade e a biossintese de coldgeno in vitro em HDFa;

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

e Caracterizagao fisico-quimica dos sistemas de interesse (Determinagdo do pH,
Microscopia de Luz Polarizada, Espalhamento de Raios-X a baixo angulo e
Reologia);

e Validacdo de metodologia analitica por CLAE para quantificagdo do peptideo
em estudo;

e Determinagdo do perfil de liberacdo in vitro do Ac-WAhx-KTTKS;

e Avaliagdo da permeagdo e retencdo in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS

contido nas formulagdes.
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O composto ativo a ser sintetizado ¢ um analogo baseado no peptideo KTTKS.
Este peptideo representa a sequéncia minima para obter 80% da atividade estimulante
da sintese da matriz extracelular (Katayama et al., 1991). Porém, o peptideo KTTKS
possui baixa permeabilidade cutinea devido a sua hidrofilicidade e alta massa
molecular, conferida aos peptideos por serem macromoléculas.

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas do peptideo
KTTKS para potencial penetragdo na pele, foi realizada modificagcdes na sequéncia
peptidica KTTKS. Essas modificagdes consistem na adicdo de uma molécula de 4cido
aminocaproico, que ¢ um derivado e andlogo do aminodcido lisina (Figura 8), a
sequéncia peptidica para conferir um grau de lipofilicidade ao peptideo e favorecer a
permeabilidade do mesmo através da pele. Além disso, foi adicionado a este peptideo
um residuo de tripfano, que ¢ um aminoacido aromatico e apolar essencial para a
nutricdo humana, representado pela letra “W” na sequéncia peptidica e com sua
extremidade amina acetilada (Figura 9). Este aminoacido foi acoplado para
proporcionar fluorescéncia ao peptideo e assim, quantifica-lo por meio de um método
mais eficiente e sensivel, a deteccdo por fluorescéncia. A reagdo de acetilacdo foi
realizada para diminuir a polaridade do peptideo (a carga positiva N-terminal ¢

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

O

H NM
2 OH

Figura 8. Estrutura molecular do acido aminocapraico.
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Figura 9. Estrutura molecular do Triptofano.

A figura 10 mostra a estrutura molecular do peptideo andlogo Ac-WAhx-

KTTKS que seré sintetizado.

Triptofano acetilado
P HN Acido aminocaproico

KTTKS
NH
HO
e
CHs
HN
o NH
NH,*
o}
HO

Figura 10. Estrutura molecular do peptideo analogo Ac-WAhx-KTTKS. Fonte: Autora
deste trabalho.

*HaN
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Material e reagentes

MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) — Sigma
Aldrich

Queratindcitos humanos metabolicamente incompetentes (HaCat)
Células de hepatoma humano (HepG2)

Direct Red 80 — Sigma Aldrich

Fibroblasto humano de derme (HDFa) — Invitrogen;

Colageno humano tipo I — Sigma Aldrich

Polyoxyethylene (10) oleyl ether — Sigma Aldrich

Isopropyl myristate — Via Farma

Tampao fosfato pH 7,4 (solugao receptora)

Membranas de celulose para tubos de dialise de 76 mm — Sigma Aldrich

Orelha de porco — Frigorifico Olhos D’Agua
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Meétodos

1. Sintese do peptideo

O peptideo utilizado neste trabalho foi obtido manualmente pelo método da
SPFS (Sintese Peptidica em Fase Solida) (Fields and Noble, 1990).

A sintese de peptideos em fase solida consiste em utilizar uma matriz polimérica
inerte e insoluvel (resina) para o crescimento da cadeia peptidica. Esta sintese ¢
realizada adicionando-se um aminoacido de cada vez por meio de um processo ciclico.

O peptideo Ac-WAhx-KTTKS foi sintetizado manualmente utilizando a
estratégia Fmoc para a protecdo do grupo a-amino, e a resina Fmoc-Ser(tBu)-Wang,
com um grau de substitui¢do de 0,64 mmol/g. A escala de sintese foi de 0,2 mmol
(quantidade de grupos funcionais iniciais).

O protocolo de sintese consistiu de passos ciclicos de desprotecao e
acoplamento, intercalados por lavagens para eliminagdo dos reagentes utilizados e
subprodutos obtidos. Na etapa de acoplamento foram utilizados os ativadores N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC)/ N-hidroxibenzotriazol (HOBt) para ativagdo do grupo
carboxila do Fmoc-aminoacido acoplante durante duas horas de agitagdo utilizando
como solvente 50% de dimetilformamida (DMF) em diclorometano (DCM). Os Fmoc-
aminoacidos e os ativadores foram utilizados com um excesso de duas vezes em relagcao
a quantidade de sitios ativos livres iniciais na resina. Este valor foi calculado utilizando-
se a escala de sintese de 0,2 mmol. A desprote¢do do grupo amino apds acoplamento foi
realizada por meio da reacdo com uma solucdo de piperidina 20% em DMF durante 1 e
20 minutos. Entre cada passo de reagdo foram efetuadas lavagens com os solventes
organicos, DCM e DMF para solvatacio da resina e elimina¢do do excesso de

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

A figura 11 mostra esquematicamente o protocolo de sintese utilizado na

obtencao do peptideo.

Inicio €
LAVAGEM com 2 x DMF

1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. DESPRGECE.QI
1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. NEUTRALEZACAQ

LAVAGEM com 2 x DMF

PROXIMO CICLO
LAVAGEM com 2 x DMF
LAVAGEM com 2 x DCM A
2 Eg. de Fmoc-AA + reagentes acoplantes
em DCMWDMF (1:1, vfv) - duragido de 1 a 2 horas. ACOPLAMENTO

LAVAGEM com 2 x DMF
LAVAGEM com 2 x DCM

r—— PO SITIVO

v
TESTE DE HINIDRIHA

Figura 11. Protocolo geral de sintese.

Apos o término da sintese, o peptideo foi submetido a uma etapa de clivagem,

a fim de retirar o peptideo da resina e os grupos protetores das cadeias laterais dos
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aminodcidos trifuncionais. Esta etapa foi realizada com uma mistura de dacido
trifluoroacético (TFA) (85%)/ tioanisol (5%)/ Fenol (5%)/ Agua (5%)/ EDT
(etanoditiol) (2,5%) e TIS (tri-isopropilsilano) (1%) na propor¢do de 1 g de resina para
cada 10mL de solucdo, em frasco de acetilagdo, a temperatura ambiente sob agitacdo
constante por 2 horas. Ao fim, o peptideo foi precipitado com éter etilico gelado e
centrifugado, para separa-lo dos subprodutos da clivagem. Para completa eliminagdo
dos subprodutos esta etapa foi repetida trés vezes. Posteriormente, o peptideo foi
extraido da resina com uma solucdo aquosa contendo 0,045% de TFA. O sobrenadante
contendo o peptideo foi liofilizado e identificado como peptideo bruto. Uma aliquota do
peptideo bruto foi analisada por CLAE analitico em um cromatografo Shimadzu, com
coluna C;3s KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm, para obtencdo do perfil cromatografico do

mesSmo.

1.1 Purificacao

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

tabela 1.
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Tabela 1. Condigdes cromatograficas empregadas na purificagdo do peptideo

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

de onda

1.2 Caracterizacao por Espectrometria de Massas

O espectro de massas do peptideo puro foi obtido em um espectrometro de
massas LCQ FLEET Thermo Scientific, com inje¢do direta, em modo de detec¢do
positiva, localizado no Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP, no Departamento
de Quimica Organica.

A técnica baseia-se em uma camara injetora que ioniza positivamente a
amostra por um método chamado eletrospray, um quadrupolo simples e um detector,
todos dentro de um sistema a vacuo.

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

massas moleculares obtidas experimentalmente por meio da equagdo 1:

MMpepe = (MM, + Z . MMy")/Z Equacao 1

Onde: MM,,,; ¢ a massa molecular do peptideo analisado

MM, é a massa molecular quando o peptideo esta com carga z
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z ¢ a quantidade de cargas que contém o peptideo
MMy, ¢ a massa molecular do hidrogénio protonado, de valor 1,008

g/mol.

2. Avaliagdo do potencial citotoxico do peptideo

A avaliacao do potencial citotdoxico do peptideo foi realizada através do método
de MTT, que tem como principio a determinag¢ao 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 desidrogenase presente na mitocondria, formando cristais
insoluveis de formazana de coloracao violeta. Sendo assim, através da quantificacao dos
cristais violetas pela espectroscopia de absor¢cdo UV-Visivel (leitor de ELISA) ¢
possivel quantificar a porcentagem de células vivas.

Os ensaios foram realizados em células de hepatoma humano (HepG2) que
possuem a capacidade de metabolizacdo de xenobidticos, € em queratinocitos humanos
metabolicamente incompetentes (HaCat). As células foram cultivadas em meio de
cultura MEM (Minimum Essential Media) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino e antibiodticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL). As culturas
foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. As células com confluéncia de 80
a 90% foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200 rpm por 3 minutos, neutralizada a
tripsina com MEM com soro e, entdo, semeadas em placas de 96 pocos. A densidade
celular para os ensaios de citotoxicidade foi de 1 x 10° células/ml. As placas foram
incubadas por 24 horas para a completa adesdo das células as placas. Em seguida, as
células foram tratadas com 100 pL de controle positivo (Dimetilsulfoxido - DMSO a
10%), controle negativo (MEM sem soro), e diferentes concentragdes do peptideo
(diluidos em MEM sem soro), durante 24 horas. Apds o tratamento, o meio de cultura
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foi removido, as placas foram lavadas delicadamente com PBS (Phosphate Buffer
Saline) ¢ 100 uL de MTT (Img/ml em PBS) foram adicionados em cada pogo. As
células na microplaca foram incubadas a 37 °C, 3 a 5 horas, ao abrigo da luz, até a
observagao da presenga dos cristais violetas de formazana. Em seguida, os cristais de
formazana foram solubilizados com 100 pL de alcool isopropilico absoluto e assim,
feita a leitura espectrofotométrica da absorbancia no leitor de placas (Bio-rad Model
550), em comprimento de onda de 595 nm.

A porcentagem de células mortas foi calculada em relagdo ao controle negativo,
representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por (Chiari et al.,
2012), e em seguida, foi determinada também a porcentagem de células vivas. Segue na
equacdo 2 o calculo de porcentagem de células mortas € na equagdo 3 o calculo da

porcentagem de células vivas.

% CM = [(Abs CN — Abs amost) / (Abs CN)] x 100 Equacgao 2

Onde: % CM ¢ a porcentagem de células mortas

Abs CN ¢ a absorbancia do controle negativo

Abs amost € a absorbancia da amostra

% CV =100 -% CM Equacao 3

Onde: % CV ¢ a porcentagem de células vivas

% CM ¢ a porcentagem de células mortas
p g
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Foi calculado também o ICs, para as diferentes linhagens, isto ¢, a concentragdo
de peptideo onde h4 50% de viabilidade celular, através da equacgdo da reta da curva
analitica, Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes e as

concentragdes foram testadas em triplicatas.

3. Biossintese de colageno

O ensaio de biossintese de colageno in vitro do peptideo em fibroblastos foi
realizado através do método Picrosirius-polarizagdo, que tem como principio as
moléculas de colageno, ricas em aminoécidos basicos, reagirem com o corante anionico
Picrosirius red. Sendo assim, através da quantificagdo do precipitado vermelho pela
espectroscopia de absor¢cdo UV-Visivel (leitor de ELISA) ¢é possivel quantificar a
concentragdo de coldgeno formado. (Borges et al., 2007, Coleman, 2011, Faucz, 2011).

Inicialmente foi preparada uma curva analitica com varias concentragdes de
colageno padrao tipo [ humano para posterior comparacao com o coldgeno produzido no
ensaio.

O ensaio foi realizado em linhagem celular priméria de fibroblastos de derme
humano, que possuem a capacidade de sintetizar fibras colagenas. As células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM ( Dulbecco's modified Eagle's medium)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e antibidticos (penicilina 100 U/mL;
estreptomicina 0,1 mg/mL e anfotericina B 0,25 pug/mL). As culturas foram mantidas a
37 °C em atmosfera de 5% de CO,. As células com confluéncia de 80 a 90% foram
tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos, neutralizada a tripsina com
DMEM com soro e, entdo, semeadas em placas de 96 pocos. A densidade celular para o

ensaio de biossintese de colageno foi de 2,5 x 10° células/mL. As placas foram
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incubadas por 24 horas para a completa adesdo das células as placas. Em seguida, as
células foram tratadas com 150 pL de controle negativo (DMEM sem soro) e diferentes
concentragdes do peptideo (diluidos em DMEM sem soro), durante 24 e 48 horas. Apos
o tratamento, o material foi fixado com 200 pL de solucdo de Bouin durante 1 hora em
temperatura ambiente. Apos a fixagdo as células foram ser lavadas duas vezes com agua
destilada e secas em temperatura ambiente por 2 horas, em seguida foi adicionado em
cada pogo 200 pL do corante Picrosirius red (0,1% em solugdo aquosa de acido pricrico
saturada). A microplaca contendo as células foi submetida a agitagdo leve por 1 hora,
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, até a observacdo da presenca do
precipitado vermelho das fibras colagenas. Em seguida, o sobrenadante foi removido
por aspiracdo a vacuo e os pogos foram lavados com 200 pL de &cido cloridrico 0,01 M
para remo¢ao do excesso de corante e posteriormente foi adicionado 150 pL de
hidroxido de sdédio 0,01 M em cada poco, deixado por 1 hora sob agitacdo, para
solubilizados das fibras coldgenas e assim, feita a leitura espectrofotométrica da
absorbancia no leitor de placas (iMark Microplate Absorbance Reader, modelo 168-
1135, Bio-Rad, USA), em comprimento de onda de 540 nm. Os ensaios foram
realizados em trés experimentos independentes e as concentracdes foram testadas em
triplicatas.

A porcentagem de coldgeno produzido foi calculada usando a equacao da reta da

curva analitica do coldgeno padrao tipo I humano.

4. Desenvolvimento dos sistemas coloidais

O modo mais usual de descrever esses sistemas ¢ através do diagrama de fases
ternario, onde fase aquosa, fase oleosa e tensoativo sdo representadas nos vértices do
tridangulo em qual cada ponta indica 100% do componente da formulagao e o interior do
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triangulo representa a distribuicdo isotermal de regides estruturadas, assim 36
formulagdes com variadas composi¢des sdo obtidas, conforme figura 12. O diagrama foi
construido com os seguintes componentes: Oleth 10 (tensoativo); Isopropyl Myristate
(fase oleosa); Agua Ultrapura (fase aquosa). As formulagdes foram preparadas a frio,

misturando primeiramente o tensoativo com a fase oleosa e, por ultimo a fase aquosa.

Tensoativo

0
100

100

;—igua 0

Figura 12. Construgdo do diagrama de fases ternario.

Uma emulsao foi preparada para estudo comparativo nos ensaios de liberagcdo do
peptideo das formulagdes, permeacdo e retencdo cutdnea, com os sistemas liquido

cristalinos escolhidos. Segue na tabela 2 a composi¢ao da emulsao.
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Tabela 2. Composigdo da emulsio.

INCI name %p/p
Cetearyl Olivate, Sorbitan Olivate 6,00
Shea Butter 2,00
Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, 0,80
Butylparaben, Isobutylparaben

Ammoniun Acryloyldimethyltaurate / VP Copolymer 0,10
Tetrasodium EDTA 0,10
Propylene Glycol 1,00
Ciclometicone 0,50
Aqua g.s.p. 100

Para preparacdo da emulsdo pesou-se a fase oleosa (Cetearyl Olivate, Sorbitan
Olivate; Shea Butter) em um béker de vidro e a fase aquosa (Ammoniun
Acryloyldimethyltaurate / VP Copolymer; Tetrasodium EDTA; Propylene Glycol;
Aqua) em outro béker de vidro, em seguida levando-os para aquecimento (£75 °C), sob
agitacdo, apos atingir a temperatura, verteu-se a fase aquosa sobre a fase oleosa, agitou-
se até esfriar a temperatura ambiente e finalmente adicionou-se na mistura o
Phenoxyethanol, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben,

Isobutylparaben e o Ciclometicone.

5. Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas coloidais

As formulagdes selecionadas foram caracterizadas por determinagdo do pH,
microscopia de luz polarizada (MLP) espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS) e

reologia. Foram analisadas formulagdes com e sem peptideo.
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5.1 Determinacéo do pH

As medidas de pH foram determinadas nas formula¢des contendo e nao
contendo o peptideo. O peagdmetro digital (Gehaka PG 1800) foi calibrado com
solugdes padrdo (pH 4,0 e pH 7,0). As formulagdes foram diluidas em agua MilliQ em
uma concentragdo de 10% e em seguida foram realizadas as medidas. As medidas foram

realizadas em triplicata e temperatura de 25 °C +0,5 °C.

5.2 Microscopia de luz polarizada (MLP)

A determinacdo do arranjo estrutural dos sistemas foi realizada por MLP. As
formulagdes contendo e ndo contendo o peptideo foram analisados pelo microscopio de
luz polarizada (Leica Leitz DM RXE) com capturador de imagens (Moticam 2000),
colocando-se uma pequena aliquota da amostra em uma lamina, cobrindo-a com a
laminula. Foram utilizados lentes de aumento de 5, 10 e 20 vezes, dependendo da

amostra.

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

O arranjo estrutural das formulacdes analisadas por MLP foi determinada
também por SAXS, com a finalidade de confirmar as estruturas identificadas. Foram
avaliadas formulag¢des contendo e ndo contendo o peptideo. A coleta de dados foi
realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS — Campinas), na linha de
luz Sincroton para SAXSI, equipada com um monocromador (1 = 1.488 A), um
detector de raios-X em posi¢cdo vertical e um analisador multicanal para capturar a
intensidade das medidas de SAXS, I(g), em fun¢do do vetor de espalhamento, g. O

espalhamento das micas e do ar foram subtraidos da intensidade de espalhamento total.
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Cada espectro foi coletado por 45 segundos. Essa instalacdo permitiu um vetor de
espalhamento, ¢, entre aproximadamente 0,1 e 2,3 Al Os graficos foram plotados no

sofware Origin 7.0.

5.4 Reologia

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

Analysis. Os graficos foram plotados no sofware Origin 7.0.

6. Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do Ac-

WAhX-KTTKS

Para quantificagdo do peptideo nos testes de liberacdo, permeacdo, retengao
cutdnea in vitro, desenvolveu-se uma metodologia analitica usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). O equipamento empregado foi um HPLC da marca
SHIMADZU, modelo LC-10AT, acoplado ao detector de fluorescéncia e com auto-
amostrador. As condi¢des experimentais foram: fases movel constituidas por solvente A
(0,045% de 4acido trifluoroacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de écido
trifluoroacético em acetonitrila), produzindo um gradiente de 10 — 25% de solvente B
em 15 minutos de corrida, coluna C18 (0,46 cm — 25 cm, 5 um, KROMASIL 300-

5C18), fluxo 1 mL/minuto, injecdo 50 pL, deteccdo a 280 nm em 350 nm e temperatura
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do forno de 25 °C. A validagdo da metodologia analitica foi realizada usando os
parametros: especificidade e seletividade, linearidade, precisdo intra-corrida
(repetibilidade) e inter-corrida (intermediaria), exatiddo, limite de deteccdo e limite de
quantificagdo e robustez. Este método foi validado de acordo com a Resolugdao-RE N°

899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

6.1 Especificidade ou seletividade

Este parametro foi realizado para avaliar a presenca de componentes que podem
interferir na quantificagdo do peptideo. Foram avaliadas as seguintes amostras: solu¢ao
do peptideo (1,5461 pmol/L) diluido em fase mdvel e solugdes contendo aliquotas das

formulacdes EM, F2 e F7.

6.2 Linearidade

Para avaliagdo da linearidade foram construidas trés curvas analiticas em
diferentes dias, usando seis niveis de concentragdo em cada uma delas. Para isso, foi
preparada uma solu¢do mae do peptideo na concentracdo de 773,032 umol/L, e partir
desta solucao, foram preparadas seis diluigdes em fase movel, 0,0773, 0,3092, 0,3865,
0,6184, 0,7731 e 1,5461 pmol/L, em triplicata. A partir da média dos valores de areas
encontrados e das concentracdes testadas para as trés curvas, foi construida uma curva

total, verificando-se a relagdo linear.

6.3 Precisao

A precisdo intra-corrida ou repetibilidade foi avaliada usando trés concentragoes

diferentes da curva analitica (0,0773, 0,3865 e 1,5461 umol/L), baixa, média e alta
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concentragdo, contemplando o intervalo linear do método, em triplicata. Este
procedimento foi repetido em um curto intervalo de tempo, ou seja, foi realizado
durante a manha e durante a tarde de um mesmo dia, com 0 mesmo equipamento e
operador.

A precisdo inter-corrida ou intermedidria foi realizada nas mesmas condigdes
que a precisdo intra-corrida, porém repetido em dias diferentes.

A precisdo do método analitico foi calculada como o desvio padrdo relativo

(coeficiente de variagdo), segundo a equacao 4:

DPR = 22 x 100 Equacio 4
CMD

Onde:
DPR ¢ o desvio padrao relativo,
DP ¢ o desvio padrao, e,

CMD ¢ a concentragao média determinada.

6.4 Exatidao

A exatiddo foi determinada pela avaliagdo da recuperagdo, ou seja,
concentragcdes conhecidas de peptideo foram utilizadas (0,0773, 0,3865 e 1,5461
pumol/L), baixa, média e alta concentragdo, em triplicata, seguindo o intervalo linear do
método e por meio da equagdo da reta obtida no ensaio de linearidade, as concentragdes
experimentais foram calculadas. Em seguida, avaliou-se a relagdao entre a concentragao
experimental observada e a concentragao teorica.

O calculo da exatidao foi feito segundo a equacao 5:
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concentra om dia experimental

Exatid o = x 100 Equagao 5

concentra o te rica

6.5 Limite de deteccéo
Este parametro foi determinado com base na relagcdo de trés vezes o ruido da

linha de base, através da equagao 6:

DPax 3
IC

LD =

Equagdo 6
Onde:

DPa ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracao construidas contendo concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite

de quantificagao.

IC ¢ a inclinacao da curva de calibracao.

6.6 Limite de quantificacdo
Este parametro foi determinado com base na relacdo de dez vezes o ruido da

linha de base, através da equacao 7:

LQ = DP‘I‘CXN Equagio 7

Onde:

DPa ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentragdes do farmaco préoximas ao suposto limite
de quantificagdo.

IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragao.
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6.7 Robustez

A robustez foi determinada através da variagdo do fabricante de um dos
solventes utilizados no método, a acetonitrila. A robustez do método foi verificada em
trés concentragdes, baixa, média e alta, em triplicata, sendo calculado o desvio padrao

relativo (DPR) dos valores obtidos, com os descritos na curva analitica.

6.8 Curva analitica em solventes diferentes

Apds o método ter sido validado, duas novas curvas analiticas foram construidas
usando a solugdo receptora (tampao fosfato pH 7,4) e a solucdo de acetonitrila/agua
(1:1) como solventes. A validacdo foi efetuada utilizando a fase movel como solvente
para o peptideo, entretanto, na avaliacdo da liberacdo do peptideo da formulagdo, da

permeagdo e retengdo cutanea foram utilizados os solventes acima.

7. Liberacao do peptideo, permeacao e retencdo cuténea in vitro

Apo6s a avaliacdo da citotoxicidade e biosintese de coldgeno do peptideo, foi
determinada a concentracdo ideal, assim fez-se a incorporacdo do peptideo nas
formulacdes para realizar os ensaios de liberacdo, permeagdo e retengdo cutanea, de
modo a avaliar o perfil de liberacdo da formulacdo, se hd permeacdo para a corrente
sanguinea e qual a concentracdo que ficaria retida na pele, garantindo assim que o

composto ativo fique retido na concentragao e local desejado.
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7.1 Avaliacao da cinética de liberagéo in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS

contido nas formulagdes

As formulagdes F2, F7 e EM, contendo 220,87 umol/L do peptideo, foram
escolhidas para a avaliagdo do perfil de liberacdo in vitro do peptideo. As trés
formulagdes foram avaliadas visando comparar o perfil de liberacao de dois sistemas de
liberagdo controlado com uma emulsdo simples.

A avaliagdo da liberacdo do peptideo foi efetuada de acordo com a metodologia
descrita por (Marquele et al., 2006, DEVELOPMENT, 2004, OECD, 2004, ANVISA)).

Os ensaios de liberagao foram realizados utilizando célula de Franz modificada
(Figura 13), do equipamento de permeacdo Microette (Hanson Research), em seis
réplicas para cada formulagao.

[_formulasio |
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Figura 13. Célula de Franz modificada (modificado de www.hansonresearch.com).

O compartimento receptor da célula de Franz modificada foi completado com
7,0 ml de tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4). A formulacao foi colocada no anel dosador,
sobre a membrana sintética de acetato de celulose 0,45 pm, com a massa média de 300
mg em uma 4rea de exposicdo de 1,77 cm’. A solugdo receptora foi continuamente
agitada a 300 rpm com a utiliza¢do da agitacdo magnética presente nas células de Franz,

e mantida a 32 + 5°C por meio de um banho-maria circulante nas células encamisadas.
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Amostras de 2 mL foram coletadas automaticamente nos tempos 0,5, 1, 2,4, 6, 8, 10 e
12 horas para avaliar a liberagdo. Descartou-se um volume de 0,8 mL antes de cada
coleta e o volume coletado foi reposto imediatamente com solucdo receptora. As
amostras coletadas foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) nas seguintes condi¢des: programa Gradiente, 10 a 25% em 15 minutos; fase
movel: solvente A (0,045% de acido trifluorocético em agua) e solvente B (0,036% de
acido trifluorocético em acetonitrila); fluxo 1 mL/minuto; volume de injecao 50 pL;
coluna C18 (Kromasil, 25 x 0,46 cm, 5 um); temperatura do forno 25 °C; detector de
fluorescéncia; comprimento de onda 280 nm.

O ensaio foi realizado sob condigdes “sink”, utilizando-se um volume de
solugdo receptora suficiente para que a concentracao do peptideo ndo ultrapassasse mais
que 10 — 15% de sua solubilidade maxima e garantir assim que a velocidade de
dissolugdo ndo seja diminuida por causa da aproximag¢do com a concentragdo de
saturacdo. Os célculos que determinam a quantidade real liberada (Q real) seguem a

Equagao 8:

Qreal,t=Ct. Vr+X Vc. Cc (Ueda et al., 2009) Equagdo 8

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

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza).

A compreensdao de como as moléculas do composto ativo passa pelas

membranas sintéticas leva ao entendimento dos fatores que influenciam na liberagdo do
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composto ativo, a partir de sua matriz. Esta compreensdo pode ser elucidada por
tratamento matematico dos dados obtidos (York and Aulton, 2005). Por sua vez, apos
selecdo de um modelo matematico adequado, ¢ permitida a avaliagdo dos perfis em
relacdo aos parametros derivados dos modelos aplicados. Os exemplos mais comuns
encontrados na literatura sdo: zero ordem, primeira ordem e Higuchi entre outros (Polli
et al., 1996, O'Hara et al., 1998).

O modelo cinético de zero ordem baseia-se na liberagao lenta do composto ativo
a partir de formas farmacéuticas que nao se degradam. De maneira ideal, as preparagdes
destinadas a veicular compostos ativos segundo liberagdo prolongada apresentam um
perfil de liberacdo de ordem zero, verificando-se que a velocidade de difusdo do
farmaco, do interior para o exterior da matriz, ¢ menor que a respectiva velocidade de
dissolu¢do, formando uma solucdo saturada, que permite a cedéncia constante do
farmaco. Outro modelo proposto baseia-se na equagdo de Higuchi (1961),
frequentemente utilizada para descrever a velocidade de liberacdo controlada do
farmaco a partir de um sistema matricial. Higuchi descreve o mecanismo de liberagao
dos farmacos como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente

da raiz quadrada do tempo (Higuchi, 1961, Costa and Sousa Lobo, 2001).

7.2 Avaliacdo da permeacdo cutanea in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS
contido nas formulagdes

Este ensaio foi desenvolvido da mesma maneira como descrito no ensaio de

avaliacdo da cinética de liberacdo in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS contido nas

formulagdes, entretanto, foi utilizado membrana bioldgica e as amostras foram coletadas

nos tempos 1, 2, 4, 8 e 12 horas . A membrana bioldgica escolhida foi pele dissecada da

orelha de porco, sem o tecido subcutaneo e gorduroso presente abaixo da derme. Antes
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de iniciar o experimento as peles foram dermatomizadas para a obtengdo de uma
espessura da pele que equivale a epiderme e derme (500 um) utilizando um
dermatdmetro (Nouvag TCM300) (Figura 14). Para cada formulacio foram utilizadas 6

células de difusao no estudo, sendo sempre uma delas usada como controle.

Figura 14. Pele da orelha de porco dermatomizada.

7.3 Avaliacao da retencdo no estrato corneo e na epiderme/derme do peptideo

Ac-WAhx-KTTKS contido nas formulagdes

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

A membrana foi primeiramente submetida a remocdo do estrato corneo pela
técnica de tape stripping. Assim, 16 pedagos de fita adesiva (3M) foram colados e
removidos da éarea de difusdo da pele, sendo o primeiro pedago de fita adesiva
descartado. As fitas adesivas foram mergulhadas em 4 mL de acetonitrila/agua (1:1)
para a extracdo do ativo. Esta suspensdo foi submetida a sonicagdo por 15 minutos e
agitacdo em vortex por 1 minuto. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 um

e quantificado por CLAE.
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Apos a retirada do estrato corneo, as peles foram recortadas adequadamente em
concordancia com a area de exposicao (1,77 sz) e em contato com a formulag3o.
Assim, foi verificada a retengdo da epiderme/derme, picotando-se o restante da
membrana com uma tesoura. Os fragmentos obtidos foram mergulhados em 4 mL de
acetonitrila/agua (1:1). A suspensdo resultante foi levada ao homogeneizador tipo
Turrax ® por 1 minuto, em seguida a sonicagdo em ultrassom para o rompimento das
células por 15 minutos e a centrifuga por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e

filtrado em membrana de 0,45 pm e quantificado por CLAE.
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1. Sintese do peptideo

O perfil cromatografico do peptideo bruto, contendo impurezas referentes ao

processo de sintese, pode ser observado na figura 15.
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Figura 15. Perfil cromatografico do peptideo bruto.

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

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

pode ser observado na figura 16.
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Figura 16. Perfil cromatografico do peptideo puro (100% de pureza).

O peptideo foi analisado por espectrometria de massas. Para o calculo das
massas moleculares obtidas experimentalmente foi utilizada a equacdo 1, descrita nos

métodos em Caracterizagao por Espectrometria de Massas. Onde:

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

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

O espectro obtido esta apresentado na figura 17, onde a massa molecular do
peptideo observada no espectro ¢ 906 para z = 1 (905 - massa molecular calculada + 1
proton H') e 454 para z = 2 (905 - massa molecular calculada + 2 prétons H). O valor
tedrico e o obtido no espectro de massas, a pureza do material e o tempo de retencao

estdo apresentados na tabela 3.
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Figura 17. Espectro de massas do peptideo puro.

Tabela 3. Resultado da sintese.

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

(%)a (l’nll’l) MMObservada MMCalculada

Ac-WAhx-KTTKS >97.5 10,4 906 905

* Pureza do material determinado por HPLC.

2. Avaliacdo do potencial citotoxico do peptideo

O potencial citotoxico do peptideo foi avaliado usando as linhagens celulares
HepG2, que ¢ uma linhagem de células do hepatoma humano, escolhida por ser um
modelo muito utilizado de estudo de células metabolizadoras, permitindo a avaliagdo da
toxicidade do metabolito formado, a partir do produto em estudo, e HaCat, que ¢ uma
linhagem de queratindcitos, foi escolhida por se tratar de estudo com ativo para uso
topico, portanto, serd aplicado na pele, que tem, na epiderme, como principal tipo
celular, o queratinécito.
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Nas figura 18 e 19, estdo apresentados os resultados obtidos para a linhagem
HepG2 e HaCat, respectivamente. Foram construidas duas curvas dose versus resposta,
uma para cada linhagem celular, sendo entdo possivel utilizar a equagdo da reta, gerada
por regressdo linear, para ser determinada a concentragao do peptideo que é necessaria

para causar a letalidade de 50% das células (ICsy).
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Figura 18. Curva dose-resposta para o tratamento das células HepG2 com diferentes
concentragdes de peptideo.
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Figura 19. Curva dose-resposta para o tratamento das células HaCat com diferentes
concentragdes de peptideo.

A tabela 4 apresenta os valores de ICs calculados a partir da equagdo da reta.

Tabela 4. Valores de ICsy (umol/L) para as células HepG2 ¢ HaCat tratadas com o

peptideo.
1 2 3 Média Desvio
padréo
HepG2 510,96 566,08 497,96 525% 36,16524
HaCat 600,5 567,61 631,8 599,97 32,09828

* ANOVA p<0,05, seguido do teste de Tukey

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de ICsy das
linhagens celulares.

A concentragdo do peptideo para incorporacao nas formulagdes sera definida
baseada nos valores de ICsyp e nos resultados da biossintese de coldgeno, obtendo

elevado nivel de segurancga para aplicacgdo topica e comprovada efetividade.

3. Biossintese de colageno

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

padronizadas de colageno tipo I humano (Sigma), apresentada na figura 20.
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Figura 20. Curva analitica padrdo do colageno tipo I humano, equagdo da reta (y) e
coeficiente de correlacdo (R?).

Na tabela 5 estdo listadas as concentragdes totais de colageno produzido, as
concentragdes e as porcentagens de colageno produzido em relagdo ao grupo controle
no intervalo de 24 de tratamento.

Tabela 5. Concentragdes totais de colageno produzido, as concentragcdes e as

porcentagens de colageno produzido em rela¢do ao grupo controle no intervalo de 24 de

tratamento.
) Diferenca controle ) )
Tratamentos Colageno (pug/mL) L Colageno (%)
(Hg/mL)
Controle 23,62 +4.5 ---- ——--
5 pmol/L 37,17 +£2,1 13,55 58
20 pmol/L 42,51 £3,6 18,89 80
50 umol/L 41,41 £3,3 17,79 76
100 umol/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 colageno produzido do grupo

controle
? Porcentagem de colageno produzido em relagio ao grupo controle
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Na figura 21, estdo apresentados os resultados obtidos apds 24 horas. Foi
construido um grafico contendo a concentragdo de coldgeno total produzido pelos HDFa
dos grupos controle e tratados com varias concentragdes do peptideo apos 24 horas de
cultura.

Apobs 24 horas foi possivel observar alteracdes significativas na sintese de
colageno nos grupos controle e tratados com varias concentragdes do peptideo.
Observa-se também que apartir da concentragdo de 20 umol/L, houve um patamar na
concentragdo de coldgeno produzido, ou seja, mesmo com o aumento da concentragdo
de peptideo, ndo houve aumento significativo na producio de coldgeno, mantendo-se na

média de 80% de colageno produzido em relagdo ao controle.

a - Controle
50 |b -5 umolL
¢ - 20 pmol/L
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Figura 21. Representagdo da concentragdo de colageno total produzido pelos HDFa dos
grupos controle e tratados com peptideo apos 24 horas de cultura. Dados referem-se a
média de trés experimentos independentes (Média + erro padrdo). *Diferencas
estatisticas (Teste de Variancia de ANOVA p<0,05 seguida do teste de Dunnett’s)

Na tabela 6 estdo listadas as concentragdes totais de colageno produzido, as
concentragdes e as porcentagens de colageno produzido em relagdo ao grupo controle

no intervalo de 48 de tratamento.
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Tabela 6. Concentragdes totais de colageno produzido, as concentragdes ¢ as

porcentagens de colageno produzido em relagdo ao grupo controle no intervalo de 48 de

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

' Colageno produzido com os tratamentos menos o colageno produzido do grupo

controle

? Porcentagem de colageno produzido em relagio ao grupo controle

Na figura 22, estdo apresentados os resultados obtidos apds 48 horas. Foi

construido um gréafico contendo a concentracdo de colageno total produzido pelos HDFa

dos grupos controle e tratados com varias concentracdes do peptideo apos 48 horas de

cultura.
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Figura 22. Representagdo da concentragdo de colageno total produzido pelos HDFa dos
grupos controle e tratados com peptideo apos 48 horas de cultura. Dados referem-se a
média de trés experimentos independentes (Média + erro padrdo). *Diferencas
estatisticas (Teste de Varidncia de ANOVA p<0,05 seguida do teste de Dunnett’s)

Apobs 48 horas foi possivel observar alteracdes significativas na sintese de
colageno nos grupos controle e tratados com varias concentragdes do peptideo. A
mesma regido de patamar foi observada no tratamento de 48 horas, mantendo-se em
60% a mais a producdo de colageno em relacao ao controle, exceto para a concentragao
de 400 pumol/L, que produziu 80% a mais de colageno em relagdo ao controle.

Foi observado um aumento na sintese de colageno no ensaio de 48 horas para o
grupo controle e tratado com o peptideo em relagdo ao ensaio de 24 horas.

Peterszegi e colaboradores estudaram o efeito do retinol e oligosacarideos
(RROP-4 ¢ RROP-5) na biossintese de colageno em culturas de fibroblastos, usando o
método colorimétrico picrosirius red. Os ativos produziram um significativo aumento na
sintese de colageno em 48 horas de tratamento, sendo que o retinol estimulou 107,9%, o
RROP-4 137,5% e o RROP-5 140,1% comparado com o controle (Peterszegi et al.,

2008).
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A vitamina A (retinol) e seus derivados retindides possuem alta capacidade de
sintezar coldgeno na pele, mas por outro lado, sdo altamente irritantes quando em
contato com a pele. Além disso, o uso prolongado dos retindides estd associado a
muitos efeitos adversos, como teratogenicidade, uma vez que os retindides atuam como
horménios e eliciam sua atividade bioldgica através da ativagao de receptores nucleares,
que levam a modulacdo da transcri¢ao génica (Fisher et al., 2002).

Robinson e colaboradores avaliaram os aspectos toxicologicos do derivado do
KTTKS, o Palmitoil-KTTKS, incluindo estudos de irritagdo oral ¢ ocular, sensibiliza¢ao
cutanea ¢ mutagénicidade e concluiu que este composto ¢ seguro para fins cosméticos
até mesmo em uma concentragdo 30 vezes (250 ppm) mais do que a sua concentragao
recomendada. Portanto, a aplicacdo do peptideo Ac-WAhx-KTTKS na pele pode ser
mais segura do que os retindides (Robinson et al., 2005).

Faucz avaliou o efeito da luz intensa pulsada na sintese de colageno para o
tratamento do envelhecimento cutaneo através do método colorimétrico picrosirius red
em cultura in vitro de fibroblastos, e os resultados demostraram aumento siginificativo
na sintese coldgeno em 10 e 16 J/cm?® de intensidade por 24 horas, sendo 64% e 43%,

respectivamente, comparado com o controle (Faucz, 2011).

4. Desenvolvimento dos sistemas coloidais

Foram preparadas trinta e seis formulagdes através da construgdo do diagrama de
fases ternario e, apds 24 horas de repouso, classificou-as visualmente quanto as suas
aparéncias e consisténcias.

A figura 23 apresenta a constru¢do do diagrama de fase contendo Oleth

10/Isopropyl myristate/Agua ultrapura a 25 °C +2 °C. Neste diagrama foram
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indentificadas seis fases (regides): fase solucdo isotrépica (FSI), fase sistema liquido
cristalino lamelar anisotrépica (FSLCLA), fase sistema liquido cristalino hexagonal
anisotropica (FSLCHA), fase sistema opaco (FSO), fase sistema emulsionado
homogénio (FSEH) e separagdo de fases (SF). As formulagdes escolhidas para a

caracterizagdo estao identificadas no diagrama.

OLETH 10

AGUAo 10 20 30 40 5 60 70 8 90 100 ISOP.MYRISTATE

Figura 23. Diagrama de fases ternario contendo Oleth 10 (tensoativo), Isopropyl
Myristate (fase oleosa) e 4gua ultrapura (fase aquosa). As dreas delimitadas
representam: fase solucdo isotropica (FSI), fase sistema liquido cristalino lamelar
anisotropica (FSLCLA), fase sistema liquido cristalino hexagonal anisotropica
(FSLCHA), fase sistema opaco (FSO), fase sistema emulsionado homogénio (FSEH) e
separacdo de fases (SF). Os pontos assinalados representam as formulagdes estudadas.

A regido de FSI foi obtida com baixas concentragdes de dgua (10 a 20%),
intermediarias de 6leo (20 a 50%), altas e intermedidrias de tensoativo (70 a 40%,
respectivamente). O uso do Oleth 10 em altas concentragdes (entre 80 e 70%) e em
baixas concentragdes de dgua (10 a 20%) permitiu a formacdo de uma maior regido de
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FSLCLA, caracteristica provavelmente relacionada com a CMC do tensoativo atingida
nessas concentragdes. Conforme a concentracdo de 4gua aumentou entre os sistemas, foi
possivel sugerir que a parte apolar da molécula do tensoativo se protegeu desse aumento
de agua se agrupando primeiramente em agregados micelares, que por sua vez se
organizaram sob a forma de bicamadas na interface agua/dleo separando ambas as fases,
caracteristica do arranjo liquido cristalino de fase lamelar. Ainda com o aumento da
agua foi possivel observar que esses agregados se organizavam em estruturas cilindricas
bidimensionais, 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 distancia entre os objetos espalhadores e também
alteragdes relacionadas a viscosidade desses sistemas, caracteristicas posteriormente
confirmadas através da MLP, SAXS e das medidas reoldgicas, respectivamente.
Também foi possivel observar uma pequena regido de sistemas opacos de alta
viscosidade (FSO), a qual ocorreu em concentracdes acima de 40% de Aagua,
caracteristica provavelmente relacionada com a formacdo de possiveis ligagoes de
hidrogénio, do oxigénio presente na molécula do tensoativo com agua em excesso,
dificultando sua mobilidade em direcao a superficie das gotas de 6leo, proporcionando
sistemas menos transparentes (Neto et al., 2009). J& a formacdo de sistemas
emulsionados homogénios (FSEH) foi obtida em concentragdes intermediarias de fase
oleosa (40 a 60%). A separagdo de fases (SF) ocorreu em altas concentragdes de fase
oleosa ou aquosa e em baixa concentracao de tensoativo.

As formulagdes escolhidas para estudo estdo nas regides de sistema liquido

cristalino anisotropico lamelar e hexagonal.
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5. Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas coloidais

Para caracteriza¢ao dos sistemas foram selecionadas as formulagdes indicadas na
figura 23, cujas concentragdes dos componentes estdo apresentadas na tabela 7. A
emulsdo preparada foi utilizada para comparacdo com os SLC nos ensaios. As

formulagdes contendo peptideo tiveram seu nome acrescido da letra P.

Tabela 7. Composicao (%) dos sistemas liquido cristalinos para caracterizacao.

Formulacéo Fase oleosa Tensoativo Fase aquosa
F2 10 70 20
F7 10 50 40

5.1 Determinacéo do pH

O pH exerce uma influéncia na solubilidade das substancias, na estabilidade
quimica, na compatibilidade fisiologica com os tecidos organicos onde a forma
farmaceéutica sera aplicada de forma a minimizar a irritacao e o desconforto na aplicacao
e finalmente na garantia do efeito terapéutico esperado para o medicamento (Thompson,
2004). A pele apresenta pH levemente acido (4,6 — 5,8), que contribui para que ocorra
protecao bactericida e fungicida em sua superficie. Além disso, as secre¢cdes cutineas
apresentam apreciavel capacidade tamponante, importante propriedade, uma vez que o
pH da pele ¢ freqiientemente alterado em conseqiiéncia da utilizagdo de produtos
topicos inadequados, expondo a pele a uma série de agentes agressores, em especial
microorganismos (Leonardi et al., 2002). Sugere-se que as formulagdes de aplicacao

topica permenecam com pH entre 4 — 7.
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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 foi incorporado ndo houve variagdo

do pH das formulagdes.

5.2 Microscopia de luz polarizada (MLP)

A MLP ¢ um método importante na determinagdo estrutural de sistemas liquido
cristalinos, mas nao pode ser considerada uma técnica conclusiva. Portanto, a
continuidade dos estudos de caracterizacdo das formulagdes foi realizado com a técnica
de Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS).

Sob um plano de luz polarizada, um material pode ser considerado anisotropico
ou isotropico, a amostra ¢ anisotrépica quando ¢ capaz de desviar o plano de luz
incidente (birrefringéncia), como ¢ o caso das fases hexagonal e lamelar, ou isotrdpica,
quando ndo desviar a luz, como ¢é o caso da fase ctiibica (Muller-Goymann, 2004).

A figura 24 apresenta as fotomicrografias da formulag¢do F2 correspondentes ao
comportamento estrutural dos sistemas sem e com o peptideo. A formulagao F2
apresentou areas anisotropicas, evidenciando a presenga de estruturas semelhantes a
“cruzes de malta”, as quais sdo caracteristicas de fase lamelar. Aparentemente a

incorporacdo do peptideo ndo promoveu alteragdes significativas na estrutura do

sistema.
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Figura 24. Fotomicrografias de MLP da formulacao F2 (10% Isopropyl Myristate, 70%
Oleth 10 e 20% agua), sendo F2P contendo peptideo.

A figura 25 apresenta as fotomicrografias da formulagdo F7 correspondentes ao
comportamento estrutural dos sistemas sem e com o peptideo. A formulagdo F7
apresentou areas anisotropicas, evidenciando a presenga de estruturas semelhantes a
“estrias”, as quais sdo caracteristicas de fase hexagonal. Aparentemente a incorporagdo

do peptideo ndo promoveu alteragdes significativas na estrutura do sistema.

Figura 25. Fotomicrografias de MLP da formulag¢do F7 (10% Isopropyl Myristate, 50%
Oleth 10 e 40% agua), sendo F7P contendo peptideo.

A figura 26 apresenta as fotomicrografias da formulacdo EM, sem e com o
peptideo. Na formulacdo EM nao foi observado areas anisotropicas, evidenciado por um
“campo escuro”, o0 mesmo ocorreu com a formulagao com o peptideo. As moléculas de
tensoativo das emulsdes simples se organizam em forma de micelas, ndo podendo ser

observadas por MLP.
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Figura 26. Fotomicrografias de MLP da formulagdao EM (emulsdao O/A), sendo EMP
contendo peptideo.

De acordo com os resultados acima, observou-se diferentes estruturas que
podem ser formadas com a modificagdo da composicdo dos sistemas, por exemplo,
quanto maior a quantidade de agua 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 tensoativo, formando o dominio hidrofilico do sistema
liquido cristalino. A 4gua situada entre as lamelas possui caracteristicas de agua ligada,
devido as fortes interagdes entre suas moléculas e os grupos polares dos tensoativos, isto
ndo permite a perda por evaporacao, necessitando de maior energia que a disponivel a
temperatura da superficie cutdnea para evaporar (Chorilli et al., 2009, Andrade et al., 2007).
A organizacdo interna da fase hexagonal pode estar relacionada com o arranjo ocorrido
entre os trés componentes constituintes das formulagdes, principalmente entre a 4gua e
o tensoativo. Com o aumento da quantidade da agua e consequente diminuicdo do
tensoativo, a disposi¢do do tensoativo no sistema pode se rearranjar para outras formas.
Quando as forcas de solvatacdo no lado da agua sdo maiores que aquelas no lado do
oleo, o filme de tensoativo se curva em direcdo a fase Oleo, assumindo uma
configuracdo positiva assim, promovendo organizagdes mais rigidas e mais complexas,

tipicas de fase hexagonal (Formariz et al., 2005).
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5.3 Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

O SAXS pode ser empregado para elucidagdo da estrutura interna de um sistema
liquido cristalino, fornecendo informagdes sobre o arranjo dos objetos espalhadores da
amostra. As curvas de SAXS para sistemas liquido cristalinos exibem picos, € a posi¢do
relativa desses picos no vetor de espalhamento (¢) € o que determina o tipo de arranjo
que os atomos formam na matriz (Chorilli et al., 2011, Wang and Zhou, 2009). Para

calcular a correlacao da distancia entre os objetos espalhadores usa-se a Equagao 9.
d = 2m/gmax Equagao 9

Onde: d ¢ a distancia dos picos em relagdo ao primeiro pico

gmax ¢ o valor de ¢ no pico de refracao

A distancia d calculada para cada pico deve seguir a relagdo v/1:/3: V4 para
fase hexagonal e 1:2:3:4:5 para fase lamelar (Negrini and Mezzenga, 2011).

A figura 27 apresenta os espectros de SAXS composto pela intensidade de
espalhamento, 1(g), em fungdo do vetor de espalhamento (g), das formulacdes F2, F7 e
EM sem e com peptideo. As distancias de correlagdo determinadas pelo ensaio de

SAXS estdo apresentadas na tabela 8.
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Figura 27. Espectros de SAXS das formulagdes F2, F7 ¢ EM, sendo que a formulagdo

com a letra P contém o peptideo.

Tabela 8. As distancias de correlagdo determinadas pelo ensaio de SAXS das

formulagdes F2, F7 e EM, sendo que a amostra com a letra P contém peptideo.

Formulacéo d Fase

F2 2:3
Lamelar

F2P 2:3
1,70:2: 2,5: 3

F7
Hexagonal

F7pP 1,73: 2: 2,6: 3

EM

EMP
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Nota-se a presenca de picos estreitos e definidos para as formulagdes F2 e F7
com e sem o peptideo, indicando um maior nivel de organizacdo estrutural destes
sistemas. Através do valor da posi¢do do vetor de espalhamento (¢gmax) da formulagio
F2, foi possivel o emprego da relagdo d = 2n/gmax. Assim, determinou-se a distancia
entre os objetos espalhadores através da razdo 1:2:3:4:5, oque equivale a um arranjo
liquido cristalino de periodicidade de fase lamelar. Para a formulagdo F7 foi observado
uma menor distdncia entre os objetos espalhadores, portanto, arranjos mais organizados

foram obtidos. O emprego da relagdo d = 2n/gmax determinou a distincia entre os

objetos espalhadores através da razdo v/1: v/3: V4, revelando uma periodicidade em um
arranjo liquido cristalino de fase hexagonal. Porém, sugere-se ainda a presenga de uma
mistura de fase hexagonal com lamelar, como observado nos valores de d obtidos pela
curva de SAXS na tabela 8. No espectro da formulacdo EM nao foi 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 os resultados de MLP, onde
observamos na formulacdo F2 “cruzes de malta”, caracterizando fase lamelar, na
formulagdo F7 “estrias”, caracterizando fase hexagonal e na formulacdo EM “campo
escuro”. As distancias de correlagdo calculadas através do SAXS confirmaram a
estruturagcdo observada nas fotomicrografias da MLP e para as formulagdes com o
peptideo incorporado observamos que todas apresentaram praticamente sobreposi¢do
das curvas, assim sugerindo que a incorporagdo do peptideo ndo alterou a estrutura do

sistema.
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5.4 Reologia

A caracterizagdo reologica dos sistemas selecionados teve como objetivo avaliar
as caracteristicas estruturais das formulac¢des, determinando se a formulagdo tem
comportamento Newtoniano ou ndo-Newtoniano, se o fluido ¢ pléstico, pseudoplastico
ou dilatante, se apresenta tixotropia e se possui comportamento viscoeldstico (Muller-
Goymann, 2004).

Na figura 28 estdo apresentadas as curvas de fluxo das formula¢des F2, F7 ¢ EM
sem e com peptideo.

Os reogramas apresentados na figura 28 demonstram que ndo existe relacdo
linear entre os valores de tensdes de cisalhamento e das taxas de cisalhamento,
explicando o comportamento nao-Newtoniano das formulagdes F2, F7 ¢ EM (Milan et
al., 2007).

Todas as formulagdes apresentam perfil da curva caracteristico de um fluido
plastico, onde € necessaria uma tensdo inicial para o fluido escoar na dire¢do do fluxo,
diminuindo a sua resisténcia interna e a viscosidade, em funcdo da taxa de
cisalhamento. Esta caracteristica ¢ desejavel a produtos de aplicacdo tdpica, em que
apos o cisalhamento a resisténcia inicial para a formulacdo fluir diminui, refletindo a
facilidade de aplicacdo (Morais et al., 2005).

As formulagdes apresentam tixotropia, isto €, grande habilidade de voltar a
estrutura inicial apds a perturbagdo do sistema, devido a area de histerese entre a curva
ascendente e descendente, ou seja, apds ter sofrido o cisalhamento crescente (0-100 s™),
com a reducdo gradual deste cisalhamento até que cessasse, nao foi observada uma
recuperacgao total da estrutura. Foi observada diferenca estatisticamente significativa nos
valores de area de histerese das formulacdes, 0 mesmo nao ocorreu entre a formulacao e

a formulacao incorporada de peptideo, conforme apresentado na tabela 9.
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Figura 28. Curvas de fluxo das formulagdes F2, F7 ¢ EM, sendo que a formulagdo com
a letra P contém o peptideo.
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Tabela 9. Area de histerese das formulagdes F2, F7 ¢ EM, sendo que a formulagdo com

a letra P contém o peptideo.

1 2 3 Média Desvio

Padréo
F2 7622 6674 4258 6184,667° 1734,563
F2P 5247 5167 3352 4588,667* 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.

Através das curvas de fluxo, foi possivel avaliar o melhor modelo reoldgico que
descreve o comportamento dos fluidos analisados. As formulagdes sdao melhores

descritas pela equacdo de Herschel-Bulkley, que tem a seguinte equacao:

T = To+Ky" Equagdo 10

Os valores correspondentes as variaveis presentes na equacdo de Herschel-

Bulkley para as formulagdes, estdo apresentados na tabela 10.
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Tabela 10. Média dos parametros que descrevem as formulagdes F2, F7 ¢ EM, de

acordo com o modelo reolégico de Herschel-Bulkley.

To K n
F2 57,91 7,63 0,5098
F2P 81,78 7,41 0,4222
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 0,3807

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, quanto maior o valor de K, mais
viscoso serd o fluido. O indice de comportamento de fluxo quando apresentar valor
menor que 1, determina que o fluido ¢ do tipo ndo-Newtoniano, pseudoplastico, como ja

foi observado nas curvas de fluxo (Borges et al., 2009).

6. Validacdo de metodologia analitica por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE)

6.1 Especificidade e seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradagdo e

componentes da matriz (ANVISA, 2003).

Danila Ap. Scatolin Guglielmi



Resultados e Discussao 81

Foram injetadas solugdes placebo das formulagdes EM, F2 e F7 para verificar se
as formulagdes iriam interferir na quantificacdo do peptideo. Os picos obtidos nas
solugdes placebo das formulagdes ndo apresentaram pico no mesmo tempo de retencao
do peptideo (aproximadamente 10,0 minutos), protanto ndo interfiriram na analise,
conforme figura 29. A figura 30 representa a injecdo da solucdo placebo da formulagdo
EM e a figura 31 a inje¢do da solugdo placebo da formulagdo F2, a inje¢do da F7 ndo foi
necessaria pois contém os mesmos componentes da formulagdo F2, variando-se

somente a proporcao deles.

1,0x10°
8,0x10°

6,0x10°

AU.

4,0x10° 4

2,0x10° J\\
0,0

T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (min)

Figura 29. Cromatograma da solu¢do do peptideo (1,5461 pumol/L) diluido em fase
movel. Condigdes cromatograficas: fases movel constituidas por solvente A (0,045% de
acido trifluoroacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de acido trifluoroacético
em acetonitrila), produzindo um gradiente de 10 — 25% de solvente B em 15 minutos de
corrida, coluna C18 (0,46 cm — 25 cm, 5 pum, KROMASIL 300-5C18), fluxo 1
mL/minuto, injecdo 50 uL, detector de fluorescéncia, detec¢do a 280 nm em 350 nm e
temperatura do forno de 25 °C.
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Figura 30. Cromatograma da solugdo placebo da formulagdo EM. Condigdes
cromatograficas: fases movel constituidas por solvente A (0,045% de 4cido
trifluoroacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de acido trifluoroacético 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, inje¢do 50 pL, detector de fluorescéncia, detec¢dao a 280 nm em 350 nm e
temperatura do forno de 25 °C.
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Figura 31. Cromatograma da solugdo placebo da formulagdo F2. Condigoes
cromatograficas: fases movel constituidas por solvente A (0,045% de 4cido
trifluoroacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de acido trifluoroacético em
acetonitrila), produzindo um gradiente de 10 — 25% de solvente B em 15 minutos de
corrida, coluna C18 (0,46 cm — 25 cm, 5 pum, KROMASIL 300-5C18), fluxo 1
mL/minuto, inje¢do 50 pL, detector de fluorescéncia, detecgdo a 280 nm em 350 nm e
temperatura do forno de 25 °C.
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6.2 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos s3o diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

Foram construidas trés curvas analiticas com seis concentragoes (0,0773, 0,3092,
0,3865, 0,6184, 0,7731, 1,5461 umol/L) do peptideo que estdo apresentadas nas figuras

32,33 ¢ 34.

4,5x10"

4,0x107

y = 1,88664.10° + 2,50924.10"x

, R? = 0,9944
3,5x10"

3,0x10"

2,5x10

2,0x107

Area do pico

1,5x10’

1,0x10’

5,0x10°

0,0 4

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6

Concentragéo (pmol.L")

Figura 32. Curva analitica 1 do peptideo em fase moével, equacdo da reta (y) e
coeficiente de correlagdo (R?).
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Figura 33. Curva analitica 2 do peptideo em fase moével, equagdo da reta (y) e
coeficiente de correlacdo (R?).
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Figura 34. Curva analitica 3 do peptideo em fase movel, equagdo da reta (y) e
coeficiente de correlacdo (R?).

As curvas 1, 2 e 3 apresentaram-se linear no intervalo de concentragao de 0,0773
a 1,5461 umol/L, com coeficiente de correlagao acima de 0,99, sendo critério minimo

aceitavel pela (ANVISA, 2003) para considerar o método linear. Assim, foi construida
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uma nova curva analitica a partir do tratamento estatistico das curvas 1, 2 e 3, com

médias e desvio padrao de cada ponto, representada na figura 35.

4,5x10

a0xt0’d ¥ =1,76718.10° + 2,51339.10'x
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Figura 35. Média das curvas analiticas do peptideo em fase movel, equagdo da reta (y)

e coeficiente de correlacio (R?).

Na curva média construida, foi obtido um coeficiente de correlacao de 0,9942, a
intersec¢iio com o eixo Y (a) ¢ igual a 1,76718.10° e o coeficiente angular é igual a
2,51339.10". Estes valores sdo os parimetros necessarios para posterior quantificagio

do peptideo.

6.3 Precisao

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas

(ANVISA, 2003).
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Repetibilidade ou precisdo intra-corrida

Na tabela 11 estdo apresentados os dados da repetibilidade do método de

quantificagdo do peptideo.

Tabela 11. Avaliagdo da repetibilidade do método analitico de quantificagdo do

peptideo.
CT CE1l CE2 CE3 Média Desvio DPR
(umol/L) (pumol/L)  (umol/L)  (umol/L) padrdo (%)
Cl 0,0736 0,0725 0,0687
0.0773 0,0726 0,0030  4,0725
Cc2 0,0692 0,0733 0,0739
C1 0,4277 0,4294 0,4310
0.3865 0,4219 0,0164  3,8797
Cc2 0,4201 0,4353 0,4235
C1 1,5522 1,5325 1,5455
15461 1,5453  0,0078  0,5072
c2 1,5371 1,5506 1,5530

CT: Concentragao tedrica
CE: Concentragdo experimental
C1: Corrida no periodo 1
C2: Corrida no periodo 2

Precisdo intermediaria ou preciséo inter-corridas

Na tabela 12 estdo apresentados os dados da precisao intermediaria do método

de quantificacao do peptideo.
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Tabela 12. Avaliagdo da precisao intermediaria do método analitico de quantificagdo do

peptideo.
CT CE1l CE2 CE3 Média Desvio DPR
(umol/L) (umol/L)  (umol/L)  (umol/L) padrdao (%)
C1 0,0855 0,0805 0,0826
0,0773 0,0804 0,0031  3,8652
cz2 0,0808 0,0797 0,0763
C1 0,4277 0,4258 0,4308
0.3865 04179 0,150 3,578l
c2 0,4220 0,4184 0,4141
Cl 1,5522 1,5324 1,5455
1,5461 1,5404 0,0122  0,7923
c2 1,542087  1,548129  1,516512

CT: Concentragao tedrica

CE: Concentragao experimental
C1: Corrida no dia 1

C2: Corrida no dia 2

O método em andlise pode ser considerado preciso, pois os valores de DPR

obtidos sao menores que 5% (ANVISA, 2003).

6.4 Limite de deteccao

Limite de deteccdao ¢ a menor quantidade de analito presente em uma amostra
que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

Para o calculo do limite de detec¢ao foi utilizada a equacgao descrita nos métodos

em Limite de detec¢do. Os valores estao apresentados na tabela 13.
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Tabela 13. Determinagdo do limite de detecgao do método analitico de quantificagdo do

peptideo.
Intercep¢do com o eixo Y

Curva | 1,88664 .10°

Curva 2 1,88877 .10°

Curva 3 1,52613 .10°

Desvio padrao 188758,1402

Inclinacéo da curva de calibracdo 2,51339 .10’

Limite de deteccdo 0,02253 pmol/L

Sendo assim, o método analitico ¢ capaz de detectar a concentragdo minima de

0,02253 umol/L.

6.5 Limite de quantificacdo

Limite de quantificagdo ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo acetaveis sob as condigdes estabelecidas
(ANVISA, 2003).

O valor calculado segundo a equagdo descrita nos métodos em Limite de
quantificagdo foi de 0,07510 pmol/L de peptideo, sendo esta a menor concentracdo que

pode ser determinada pelo método em estudo.

6.6 Exatidao

A exatidao de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relacao ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003).
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A tabela 14 apresenta os resultados obtidos na analise da exatiddo do método

analitico.

Tabela 14. Avaliagdo da exatiddo do método analitico de quantificagdo do peptideo.

CT CE CE CE Exatidéo (%0)
(umol/L) 1 (umol/L) 2 (umol/L) 3 (umol/L)

0,0773 0,0725 0,0738 0,0802 97,7640
0,3865 0,4136 0,4035 0,4079 104,9723
1,5461 1,5407 1,5435 1,5327 99,7404

CT: concentragao teorica
CE: concentragdo experimental

O método foi considerado exato, pois ndo houve variacdo maior que 5% entre as

concentragdes tedricas e as concentracdes experimentais analisadas (ANVISA, 2003).

6.7 Robustez

A robustez de um método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos pardmetros analiticos. Indica sua confianga
durante o uso normal (ANVISA, 2003). Para isto foi utilizado um solvente (acetonitrila)
de fabricante diferente ao utilizado na construcao da curva analitica e os resultados

comparados para a determinacdo do DPR, conforme tabela 15.
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Tabela 15. Avaliagdo da robustez do método analitico de quantificacdo do peptideo.

CT CE1l CE2 CE3 Média  Desvio DPR
(umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) padréo (%)
0,0773 0,0699 0,0745 0,0712 0,0719  0,0024 3,2762
0,3865 0,3978 0,3702 0,3679 0,3787 0,0166 4,3954
1,5461 1,5579 1,5368 1,5935 1,5627  0,0286 1,8327

CT: Concentragao tedrica
CE: Concentragdo experimental

Diante dos resultados acima, o método foi considerado robusto.

6.8 Curva analitica com solventes diferentes

Duas novas curvas analiticas foram construidas com os solventes, tampao
fosfato pH 7,4 (solugdo receptora) e acetonitrila/agua (1:1), pois foram utilizados na
avaliacdo da liberacdo do peptideo e da permeagdo e retengdo cutdnea. As curvas estao

apresentadas nas figuras 36 e 37.
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Figura 36. Curva analitica do peptideo em solugdo receptora, equacdo da reta (y) e

coeficiente de correlacdo (R?).
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Figura 37. Curva analitica do peptideo em acetonitrila/agua (1:1), equacdo da reta (y) e

coeficiente de correlacdo (R?).

7. Liberacao do peptideo, permeacéo e retencdo cutanea in vitro

Foram avaliadas trés formulagdes diferentes (F2, F7 ¢ EM) contendo 220,87

umol/L do peptideo. Tal procedimento foi adotado para que fosse possivel avaliar se a
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formulagdo tem influéncia no perfil de liberagdo, permeacdo e retencdo cutdnea e,
sobretudo, para que a partir da concentracdo de liberacdo, permeacgao e retengdo cutanea
fosse possivel avaliar a efetividade e seguranga destas formulagdes, no que diz respeito
aos ensaios de biossintese de colageno e avaliagdo da citotoxicidade do peptideo.

Para a quantificagdo do peptideo liberado da formulagdo, que permeou e ficou
retido na epiderme e derme foi utilizada a metodologia desenvolvida e validada em
CLAE. Para isso, foram utilizadas as curvas analiticas construidas com concentragdes
do peptideo usando como solventes, o tampao fosfato (pH 7,4) e a uma solugdo de
acetonitrila/agua (1:1), mostradas nas figuras 36 e 37. Na avaliacdo da liberagdo do
peptideo e da permeagdo cutinea, o tampao fosfato (pH 7,4) foi usado como solugdo
receptora e, na avaliagdo da retengdo do peptideo no estrato corneo e na
epiderme/derme, a solu¢do de acetonitrila/agua (1:1) foi utilizada para a extracdao do
ativo da membrana biologica.

As condi¢des “sink” foram garantidas, uma vez que a solubilidade do peptideo

em solucdo receptora (tampao fosfato pH 7,4) ¢ de 4,553 mol/L.

7.1 Anélise de interferentes
Foi injetada em CLAE, nas condi¢cdes previamente validadas, a solugdo
receptora € o peptideo, uma concentragdo conhecida, dissolvido em solug¢do receptora
para verificacdo da sua influéncia nos ensaios de liberacao e permeacgdo. Os resultados

obtidos estdo na figura 38 e 39.
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Figura 38. Cromatograma da solugdo receptora (tampdo fosfato pH 7,4). Condigdes
cromatograficas: fases movel constituidas por solvente A (0,045% de 4acido
trifluoroacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de acido trifluoroacético 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, inje¢do 50 uL, detector de fluorescéncia, detecgdao a 280 nm em 350 nm e

temperatura do forno de 25 °C.
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Figura 39. Cromatograma do peptideo em solugdo receptora (tampao fosfato pH 7.4).
Condicdes cromatograficas: fases mdvel constituidas por solvente A (0,045% de acido
trifluoroacético em agua Milli-Q) e solvente B (0,036% de acido trifluoroacético em
acetonitrila), produzindo um gradiente de 10 — 25% de solvente B em 15 minutos de
corrida, coluna C18 (0,46 cm — 25 cm, 5 pum, KROMASIL 300-5C18), fluxo 1
mL/minuto, injecao 50 uL, detector de fluorescéncia, detec¢ao a 280 nm em 350 nm e
temperatura do forno de 25 °C.
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Verifica-se nas figuras 38 e 39, que a solugdo receptora ndo influencia a analise,

pois ndo foi observado pico no mesmo tempo de retencao do peptideo.

7.2 Avaliacao da cinética de liberacao do peptideo in vitro

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

A solugdo receptora foi coletada das células de Franz nos tempos determinados
e, em seguida quantificadas por CLAE. A partir dos resultados, a concentragdo de
peptideo foi calculada através da equagdo da reta obtida da curva analitica do peptideo
em solugdo receptora. Assim, as concentracdes obtidas foram aplicadas na equagdo 8,
descrita em Avaliacdo da cinética de liberagdo in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS
contido nas formulacdes. Através destes valores, foram elaboradas as tabelas 16, 17 ¢
18, para cada formulacdo. O coeficiente de variacdo (CV) foi calculado através da

equacao 11.
CV = 22 x 100 Equagdo 11

Onde: DP ¢ o desvio padrao

M ¢ a média das seis replicatas
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Tabela 16. Liberacao do peptideo da formulagéo F2.

Tempo (h) Qreal (umol/cm?) % 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 17. Liberagao do peptideo da formulagdo F7.

Tempo (h) Qreal (umol/cm?) % CV (%)

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 33

6 1,57 4,62 8,2

8 2,04 6,02 32

10 2,51 7,40 6.9

12 2,90 8,56 5.4
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Tabela 18. Liberagao do peptideo da formulacdo EM.

Tempo (h) Qreal (umol/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 6,6
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

Observa-se que o CV do ensaio de liberacao do peptideo esta dentro dos limites
especificados pelo SCCP (Scientific Committee on Consumer Products, 20006), ou seja,
menores que 10%.

Apos 12 horas de avaliacdo, foi verificada maior porcentagem de liberagdo do
peptideo na formulagdo EM (18%). Nesta formulagdo o ativo est4 solubilizado na fase
aquosa da emulsdo e, esta ndo possui estruturas muito ordenadas, assim a difusdo do
peptideo ¢ favorecida, uma vez que as barreiras para a difusdo do ativo sdo menores. As
formulagdes F2 e F7 liberaram de forma controlada o peptideo dos sistemas, sendo que
uma menor porcentagem liberada ap6s 12 horas é observada para a formulagdo F7, em
comparagdo com a F2. Isto ocorre provavelmente em funcdo do arranjo estrutural
existente neste sistema (fase hexagonal). A mobilidade das moléculas do ativo ¢
diminuida devido a presenca de barreiras fisicas existentes em razdo da formagao dos
cilindros de tensoativo da fase liquido cristalina. Ja na formulag¢do F2, a liberacdo do

ativo foi um pouco maior devido a presenga de lamelas de tensoativo, que proporcionam
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uma melhor mobilidade do ativo, pois sdo estruturas menos rigidas. Nas formulagdes F2
e F7, o ativo pode estar presente na interface tensoativo-agua ou ainda interagindo com
a fase aquosa localizada no exterior dos cilindros, fase hexagonal, e entre as lamelas,
fase lamelar. A figura 40 apresenta o perfil de liberagcdo do peptideo nas formulagdes.

Sugere-se que a liberagdo do peptideo contido nas formulagdes foi influenciada
pelo arranjo estrutural presente nos SLC, e ndo pela viscosidade dos sistemas. Pois ndo
houve diferenca estatisticamente significativa nos valores de viscosidade dos sistemas,
como mostrado nas medidas reologicas em Caracterizagdo dos Sistemas Coloidais.

As formulagdes sdo capazes de liberar o peptideo nelas contidos, assim
permitindo que o mesmo tenha contato com a pele para estar liberado para a penetracao
cutanea. Uma vez disponivel para penetracdo na superficie da pele, a penetragdo e
permeagdo do ativo irdo depender da capacidade destes em atravessar a camada cornea,

e de caracteristicas como lipofilicidade e tamanho da molécula (Nesseem, 2001).

18 4 —n—F2
—eo—F7
16 EM
14 4
[e]
3 121
§ 10 u
5 o] _?,/
R 4 ./.
/ ]
2 o
_8
04 o
2 T T T T T T T

Tempo (h)

Figura 40. Perfil de liberacao das formulagdes F2, F7 ¢ EM contendo peptideo.

Foi avaliado também, o modelo de cinética de liberagdo do peptideo nas

formulagdes. Para isto, foram aplicados trés modelos matematicos para interpretacao da
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cinética de liberacdo: zero ordem, primeira ordem e modelo de Higuchi. Os modelos
cinéticos foram avaliados através da lineariza¢ao dos dados da liberacdo de acordo com
o tempo e porcentagem do ativo liberado. O modelo de zero ordem representa a relagao
entre a quantidade real de peptideo liberado (umol/L) em fun¢ao do tempo; o modelo de
primeira ordem representa o logaritmo da porcentagem de peptideo liberado em fungao
do tempo; o modelo de Higuchi representa a quantidade real de peptideo liberado
(umol/L) em funcdo da raiz quadrada do tempo. Para a escolha do modelo mais
adequado foi utilizado o coeficiente de correlagio (R?), que se aproxima da perfeita
linearidade. Na tabela 19 estdo apresentados os R”da linearizagdo das curvas dos perfis

de liberagao do peptideo nas formulagdes.

Tabela 19. Coeficiente de correlagio (R?) das formulagdes F2, F7 ¢ EM dos modelos

matematicos de zero ordem, primeira ordem e Higuchi.

Formulacéo 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

Para as formulacdes F2 e F7, o modelo matematico que melhor se aplicou foi o
de zero ordem e para a formulagdo EM, foi o modelo de Higuchi. A figura 41 apresenta
o grafico de cinética de liberagcdo das formulagdes F2 e F7 e a figura 42 apresenta o

grafico de cinética de liberagdo da formulagao EM.
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Figura 41. Modelos de cinética de liberagdo das formulagdes F2 e F7 contendo

peptideo.

O modelo de zero ordem pode ser usado para descrever a liberagdo modificada

de ativos de varias formas farmacéuticas, como sistemas osmoticos, formas revestidas,

sistemas transdérmicos, entre outros. As formas farmacéuticas que seguem esta cinética

liberam a mesma quantidade de ativo por unidade de tempo, o que ¢ ideal para alcangar

acdo farmacologica prolongada (Costa and Sousa Lobo, 2001). Esta cinética indica que

a taxa de liberagdo ¢ independente do tempo, ou seja, neste caso pode ser atribuida ao

comportamento dindmico da fase lamelar e hexagonal que controlam a liberagdo do

ativo (Farkas et al., 2000).
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Figura 42. Modelo de cinética de liberagdo da formulagdo EM contendo peptideo.

O modelo de Higuchi descreve a liberacdo do ativo por um processo de difusdao
de substancias contidas nos sistemas matriciais (Monteiro et al., 2007). Este modelo foi
o qual melhor se ajustou a formulagdo EM.

Através da andlise dos resultados obtidos, € possivel dizer que o perfil reologico
de formula¢ao EM pode ter interferido de maneira significativa no perfil de libera¢do do
peptideo da formulagdo, devido a sua alta viscosidade conferida pelo polimero sintético
(Ammoniun Acryloyldimethyltaurate / VP Copolymer) contido na fase aquosa da
formulagdo, cujo lugar o ativo esté solubilizado.

Bruschi e colaboradores obtiveram resultado semelhante em formulagdes
contendo o polimero sintético Carbopol 934P e o extrato de propolis como ativo. Os
autores observaram que o aumento de concentragdo do polimero resultou no aumento da
viscosidade estatica do sistema, o que interferiu no perfil de liberacdo do propolis. O
mesmo foi observado neste trabalho, pois a formulagio EM apresentou um perfil de

liberacao de forma controlada (Bruschi et al., 2007).
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Barry criticou em seu estudo de revisdo a falta de correlagdo entre a viscosidade
de uma formulagao e a sua liberagdo, pois, segundo o autor, as caracteristicas reologicas
de uma formulagdo podem afetar a liberagdo do ativo. Apesar de ser importante a
determinagdo das propriedades reologicas de um sistema coloidal, estudos raramente
correlacionam pardmetros como viscosidade com dados de liberacdo. O autor
correlacionou valores de viscosidade plastica com a difusdo de ativos em um gel de
Agar e verificou que os pardmetros reologicos analisados foram inversamente

proporcionais a taxa de liberacao (Barry, 1987).

7.3 Avaliacdo da permeacdo cutanea in vitro do peptideo Ac-WAhx-KTTKS
contido nas formulagdes

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

Na avaliagdo da permeagao cutanea do peptideo Ac-WAhx-KTTKS 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 nao foi possivel devido a quantidade de peptideo permeado estar

abaixo do limite de quantificac¢do e deteccao.
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7.4 Avaliacao da retengdo no estrato corneo e na epiderme/derme do peptideo

Ac-WAhx-KTTKS contido nas formulagdes

A tabela 20 apresenta os resultados de retencdo do peptideo no estrato corneo e
na epiderme/derme empregando as formulagdes F2, F7 e EM apo6s 12 horas de

experimento.

Tabela 20. Retengdo cutdnea do peptideo nas formulagdes apds 12 horas de

experimento (umol/cmz).

Formulagao F2 F7 EM
Estrato corneo
) 1,96 (£24,9) 1,08 (£18,5) 5,65 (£17,6)
(umol/cm®)
Epiderme/Derme
3,43 (£19,3) 1,04 (+2,1) 0

(umol/cm?)

Os valores representam as médias e os coeficientes de variagdo referentes a

cinco determinagoes.

A figura 43 demonstra os valores obtidos no ensaio de retencdo cutinea das

formulagdes, no estrato coérneo e epiderme mais derme.
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M Estrato cérneo Epiderme/Derme

5,65

F2 F7 EM

Figura 43. Retencdo cutanea do peptideo nas formulagdes F2, F7 ¢ EM no estrato

coérneo e epiderme/derme (umol/cm?) apds 12 horas de ensaio.

Na retencdo cutanea o coeficiente de variagdo (CV) ficou entre 2 e 25%.
Segundo o (SCCP/0970, 2006), os resultados de absor¢do cutinea devem ser
reprodutiveis, utilizando-se um minimo de seis amostras e o CV deve ser inferior a
30%. O CV no ensaio de retengdo € maior do que no ensaio de liberagdo porque e as
espessuras da camada cdrnea, epiderme e derme sdo varidveis, promovendo assim,
variacoes na permeabilidade cutanea.

A figura 43 mostra que as formulacdes F2 e F7 apresentaram uma retencao
média na epiderme/derme de 3,43 e 1,04 pmol/cm” do peptideo, sendo equivalente a
10% e 3% do peptideo incorporado nas formulacdes, respectivamente. Portanto, a
concentracao de peptideo da formulacdao F2, que atingiu as camadas mais profundas da
pele, foi superior. A formulacdo EM ndo apresentou retencdo na epiderme/derme do
peptideo.

O perfil de retencao no estrato corneo também pode ser observado na figura 44,

e verifica-se que a formulagdo EM ficou 100% retida nesta camada (5,65 pmol/cm?).
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Nas formulacdes F2 e F7, observa-se uma retengdo no estrato corneo maior para a
formulagdo F7, quando comparada com a reteng@o na epiderme/derme.

Os resultados obtidos com as formulagdes F2 e F7 sdo satisfatorios, pois
podemos dizer que ndo houve permeagdo do peptideo, sendo uma caracteristica
desejada para um produto cosmético. Além disso, o peptideo foi capaz de permanecer
retido na epiderme/derme, sendo na derme, o local onde deve ter agdo.

Com base nestes resultados, podemos dizer que se 100% do peptideo tivesse
ficado retido na derme nas formulacdes F2 e F7, possivelmente teriamos uma produgao
de colageno de 70% para a formulagdo F2 e 21% para a formulagdo F7 em 24 horas de

ensaio.
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As técnicas de caracterizacdo estrutural revelaram a formacdo do peptideo
analogo Ac-WAhx-KTTKS. Os resultados revelaram ainda que este peptideo foi capaz
de promover um aumento de cerca de 80% na produgdo de coldgeno em células de
fibroblastos presentes na derme humana.

Foi possivel obter sistemas liquido cristalinos lamelares e hexagonais contendo o
peptideo Ac-WAhx-KTTKS que atuaram como sistemas de liberagdo controlada do
mesmo.

As formulagdes liquido cristalinas avaliadas favoreceram a penetragdo do
peptideo Ac-WAhx-KTTKS até o local alvo (derme) em quantidade suficiente para

promover um aumento na biossintese de colageno.
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