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(57) Resumo: A presente invengéo refere-se a uma composicéo
cosmética, idealizada de proteger a pele contra quaisquer radicais
livres ou espécies reativas a oxigénio geradoras de fadiga,
compreendendo, em associagdo com quaisquer excipientes
fisiologicamente compativeis com a pele e como principal ingrediente
ativo, um derivado de féormula (I): em que X representa um atomo de
oxigénio ou enxofre. A invengéo, especialmente, se aplica ao
segmento de prote¢cdo da pele, mais especificamente, contra as
conseqliéncias cutaneas da fadiga oxidante.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para "USO TOPICO
DE DERIVADOS DE TIAZOLIDINA CONTRA CONSEQUENCIAS DE FA-
DIGA OXIDANTE DA PELE".

A presente invengao refere-se ao uso cosmético de derivados de

tiazolidina, particularmente, no segmento de protecdo da pele e, mais espe-

_cificamente, no combate a fadigas oxidantes e suas conseqiéncias cuta-

neas.
Devido ao seu papel como um envelope externo do corpo contra.
a atmosfera, a pele é um 6rgéo particularmente sensivel ao ambiente ao
qual a mesma é submetida. Isso pode ser de uma natureza pré-oxidante,
devido a prolongada exposicdo aos raios ultravioleta do sol, atmosferas de
fumaga ou aquelas contendo poluentes quimicos atmosféricos. Essas agres-
sbes de natureza exdégena geram um excesso de diversas especies reativas,
radicais ou ndo, com um forte potencial oxidante. Estas séo, notavelmente,
espécies derivadas de oxigénio molecular, as quais, normalmente, sao cha-
madas de espécies reativas a oxigénio ou ROS, como o anion de superéxi-
do, O, -, o peréxido de hidrogénio, H.0,, 0 oxigénio unico, 10,, o radical hi-
droxila, OH°. | .
Essa superprodugdo de ROS é entdo responsavel por alteragoes
constituintes biolégicas da pele, em particular, daquelas encontradas nas
células cutaneas (DNA, proteinas, lipideos, glicideos). A formagédo de sub-
produtos derivados da decomposi¢cdo dessas moléculas bioldgicas e, em
particular, daqueles derivados de fosfolipideos de membrana peroxidada
pelas espécies reativas a oxigénio (ROS), é também prejudicial a pele. Fi-
nalmente, a exposicdo de uma pele a uma superprodugéo de ROS também
inicia complexas reacdes bioquimicas, as quais se encontram na origem da
producéo de citocina pré-inflamatéria, de metabdlitos mutagenos e da morte
das células cutaneas (Briganti S. e outros, J. Eur. Acad. Dermatol. Venereol.,
(2003), volume 17, paginas 663-669).
Em geral, todos esses fenébmenos sao prejudiciais a pele, mais
particularmente, quando eles alcancam as camadas profundas, notadamen-
te, a derme. Atualmente, € também bem estabelecido que uma perda de
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controle pela pele, causada pela excessiva presenca de ROS, o que ocasio-
na um estado comumente designado de "fadiga oxidante", € claramente en-
volvida no comego de em umerosos disturbios ou anomalias cutaneas, tais
como, envelhecimento induzido, imunossupresséo, inflamacgéo/eritema, car-
cinogénese, irritagdo, etc. (Bickers D.R. e outros, J. Invest. Dermatol. (2006),
volume 126, paginas 2565-2575 e referéncias indicadas).

Fisiologicamente, e apesar da existéncia de sistemas de regula-
cdo e protecdo antioxidantes naturais enzimaticos (superoxido dismutase,
catalase, peroxidase, etc.) ou ndo-enzimaticos (vitaminas A, C, D ou E, caro-
tendides, glutationa, tragos de elementos, etc.), a pele exibe uma rapida de-
plecdo de defesa, quando confrontada com um importante fluxo de radicais
livres ou ROS.

‘Durante muitos anos, a concepgdo de sistemas capazes de limi-
tar os efeitos prejudiciais dessa superprodugdo de espécies reativas, ou
mesmo de capturar ou de aprisionar as mesmas, se tornou um principal tépi-
co de pesquisa. Assim, de modo a aliviar as insuficiéncias fisiologicas da |

pele, foram desenvolvidas e propostas em umerosas moléculas naturais ou

sintéticas (extratos de plantas ou de animais) na forma de suplementos anti-

oxidantes ou anti-radicais, administrados oralmente ou mediante aplicagdo
topica (Darvin M. e outros, Skin Pharmacol. Physiol., (2006), volume 19, pa-
ginas 238-247).

Entretanto, de acordo com a invengdo, uma eficiente protecao
contra estas assim chamadas ROS de primeira geragdo, é mostrada para

um determinado numero de moléculas antioxidantes ou anti-radicais perten-

centes ao estado da técnica. A expressao "ROS de primeira geragao" é ne-
cessaria para o entendimento das espécies derivadas da redugdo do oxigé-

nio molecular (02", H,Oz, 'Oz, OH®, ONOO, etc.). Por outro lado, a agdo
relativa aos subprodutos de oxidagdo ou os chamados produtos de segunda
geracdo (aldeidos téxicos, produtos finais derivados da peroxidagao de lipi-
deos, etc.), que sdo também toxicos e que resultam em reagdes de cadeia
de espécies primarias com os componentes bioquimicos da célula, raramen-

te, é mais justificada.
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Em geral, permanece como sendo real que a selegdo de uma
substancia antioxidante, dita como sendo "eficiente”, notadamente, para ad-
ministracdo humana, é dificil. Também deve ser observado que isso é nor-
malmente considerado como um beneficio in vitro, o qual, raramente, é cla-
ramente confirmado como in vivo ((Bickers D.R. e outros, J. Invest. Derma-
tol. (2006), volume 126, paginas 2565-2575).

De fato, além da complexidade estrutural de multiplas camadas '
da pele humana e, em consequéncia, de uma fadiga oxidante que expressa
isto diferentemente, a substancia antioxidante previamente mencionada de-
ve combinar:

- uma acdo de eficiéncia dirigida a listagem maior possivel de
espécies reativas a oxigénio e, em consequéncia, possuindo um amplo es-
pectro de propriedades "antifadiga”, |

- uma acéo de eficiéncia dirigida a subprodutos toxicos de fadiga
antioxidante;

- uma agéo de reatividade em contato com as ROS, de modo a
nao causar a formacao de produto de rearranjo toxico; |

: -uma penetragéo cutanea favoravel (e, consequentemente, uma
biodisponibilidade), a fim de alcancar diferentes locais de tecidos cutaneos; e

- finalmente, uma resisténcia a sistemas hidroliticos da pele (e,
dessa forma, uma resisténcia a sua metabolizag4o), o que é uma garantia de
sua atividade in situ. '

A presente invengao foi desenvolvida no presente contexto para
satisfazer a atual demanda de produtos ou preparagdes capazes de se opor
aos efeitos destrutivos da fadiga oxidante e seus subprodutos téxicos o mais
eficientemente possivel, notadamente, nas camadas profundas da pele.

Assim, a escolha do presente Requerente recai sobre os deriva-
dos heterociclicos de tiazolidina, em particular, 0 composto de 2-oxo-1,3-
tiazolidina. As razdes para essa sele¢ao séo multiplas. |

Em primeiro lugar, a estrutura e propriedades mostradas pelo
composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina constituiram uma vantajosa resposta a

diferentes critérios citados anteriormente, o que € ilustrado por:
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- uma favoravel penetragdo cutanea revelada pela obtencao de
um valor logaritmico de coeficiente de separagéo ("Log P") comparavel a um
valor de compostos permeéaveis a trans-camada cérnea da epiderme (Arct J.
e outros, SOFW-J. (2003), volume 129, paginas 2-9) (vide o Teste 1, apre-
sentado abaixo); |

- uma atividade antioxidante excepcional com relagao a sua ca-
pacidade de reagir dentro de uma grande listagem de moléculas de espécies
reativas a oxigénio (ROS) (com O, -, H.0», e OH° produzidos gragas ao par
oxidante oxidase/hipoxantina xantina) (vide o Teste 2 apresentado abaixo);

- uma capacidade imprevista de neutralizar espécies eletrofilicas
altamente toxicas derivadas da peroxidagéo de lipideos, de 4-hidroxinonenal
ou aldeido "4-HNE" (vide os testes 3 e 4, apresentados abaixo).

‘Em segundo lugar, e constituindo um outro importante aspecto
da presente invencdo, durante o acompanhamento do heterociclico de 2-
oxo-1,3-tiazolidina em um meio oxidante aquoso com ROS, especialmente,
peréxido de hidrogénio (uma das ROS mais téxicas para o tecido vivo), o |
presente Requerente descobriu, surpreendentemente, com relagdo a uma
evolugdo quase que quantitativa e na auséncia de formas intermediarias oxi-
dadas, que esse heterociclico gerou facilmente o estavel e ultimo produto de
oxidagdo, a taurina, tdo logo o heterociclico foi colocado sob condi¢des oxi-
dantes (vide o Teste 5 apresentado abaixo). Tal comportamento € bastante
atil pelo fato de garantir uma total auséncia de toxicidade dos subprodutos
de reacdo de 2-oxo-1,3-tiazolidina com H.O.. A taurina e, atualmente, um
aminodcido naturalmente presente na pele. Além disso, o interesse cutaneo

para formar a taurina é ainda mais refor¢gado nos dias de hoje, uma vez que

o mesmo é recentemente considerado como um osmdlito essencial na ho-

meostase de queratindcitos submetidos a fadiga "induzida por UV" (Jancke
G. e outros, J. Invest. Dermatol. (2003), volume 121, paginas 354-361).

O composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina, como tal, ndo € um novo
produto. No estado da técnica, pode ser constatada a sua sintese, a partir de
aminoetanotiol e carbonatos de difenila, de acordo com um processo e parti-

culares condigdes, as quais normalmente proporcionam uma reatividade
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novo tratamento plastico (Hata S. e outros, J. Appl. Polym. Sci. (2003}, vo-
lume 90, paginas 2959-2968). Por outro lado, com relagéo ao estado da téc-
nica trazido a atengdo do Requerente, nenhuma aplicagéo cosmética ou
dermatoldgica é conhecida para esse especifico heterociclico sulfurado "2-
oxo", como, também, nenhuma ou diversas propriédades relativas a fadiga
oxidante para esse analogo "tiono" na posi¢ao 2, no qual o Requerente tam-
bém observou a formagdo da taurina nas condigdes oxidantes (vide o Teste
5 apresentado abaixo).

Entretanto, deve ser sinalizada a existéncia do acido 2-
oxotiazolidino-4-carboxilico. Esse composto, por outro lado, na forma de um
éster ou derivado de amida, é objeto de diversos e em umerosos interesses
em cosmética e dermatologia: fotoprotegdo (Patentes FR 2.877.004 e FR
2.854.160), combate a perda de cabelo (Patente EP 0.656.201), agentes de
des_pigmentagéo (Patentes US 6.063.389 e US 6.007.827) ou agentes de
escamacio (Patente FR 2.816.838), efc. Ao se ler a literatura concernente &
protegdo da pele de uma maneira geral, existe apenas um beneficio cutaneo
decorrente de uma agao de estimulacdo das defesas naturais da célula, par-
ticularmente, de uma agdo de estimulagao da sintese intracelular da glutati-
ona. Além disso, esse composto ndo é precursor da taurina. Pelo menos,
esse composto é estruturalmente diferente do composto de 2-oxo-1,3-
tiazolidina, de modo que o dito composto ndo prenuncia os efeitos mencio-
nados para 0 composto de 2-oxo0-1,3-tiazolidina.

Portanto, de acordo com um primeiro aspecto e tendo em vista
essa dimensao plurifuncional “antifadiga” representada pelo comportamento
do composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina em um ambiente favoravel a oxida¢ao,
tal como, uma pele submetida a uma fadiga oxidante, a presente invengéo
tem como objeto o uso de um derivado de férmula geral (I) como ingrediente

ativo em uma composi¢do cosmética:



10

15

20

25

I 0

onde X representa um atomo de oxigénio ou enxofre, o dito derivado da dita
composicdo sendo idealizado para protecdo da pele contra quaisquer radi-
cais livres ou espécies reativas a oxigénio de geragéao de fadiga.

O composto preferido de férmula (1) acima é tal que X represehta
um atomo de oxigénio.

O uso acima mencionado é preferivelmente mantido contra uma
fadiga, a qual é escolhida como sendo proveniente de poluigdo atmosférica,
contato com xenobidticos quimicos ou atmosferas de fumaca e, mais especi-
ficamente, radiagdo ultravioleta. A presente inveng¢éo tem por objetivo evitar
e combater os sinais cutaneos resultantes de tal fadiga, notadamente, contra
diversos eventos correlacionados ao envelhecimento da pele. A invencgéo se
aplica, especialmente, ao segmento da protegao solar, com relagao:

- ao provado envolviménto atual do composto de 4-
hidroxinonenal ou "4-HNE" na apoptose de célula submetida & UV-A (Yang
Y. e outros (2003), volume 278, paginas 41-380-41388), combinado com a
forte eficiéncia do composto acima de 2-oxo-1,3-tiazolidina em capturar esse
aldeido toxico;

- a relatada existéncia de uma fadiga "induzida por "UV-A'na
derme da pele como sendo prejudicial aos constituintes de proteina da ma-
triz extracelular (Wondrak GT e outros, J. Invest. Dermatol. (2003), volume
121, paginas 578-586), combinada com a disponibilidade tépica do dito

composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina nessas mesmas camadas dérmicas e,

além disso, as suas caracteristicas intrinsecas: auséncia de fungdes quimi-
cas ionizaveis para o pH fisiolégico da pele, insensibilidade a hidrolases da
pele e baixo peso molecular, |

- a avaliacdo experimental recentemente realizada pela deposi-
tante acerca da eficacia do composto 2-oxo-1,3-tiazolidina sobre a tensao

"induzida por UVA (Teste 6 abaixo).



10

15

20

Teste 6: demonstragdo do efeito protetor da 2-oxo-1,3-tiazolidina, na presen-
¢a de tensdo “induzida por UVA”.

O estudo foi realizado de acordo com as condigdes experimen-
tais idénticas (semear) aquelas apresentadas acima para os Testes 3 e 4,
mas com uma exposicdo das células V79 a radiagdo UV (A 315-400nm), com
uma dose moderada de 5J.cm™ (tensdo “induzida por UVA”).

A formacdao de ROS intracelular é medida com a sonda
“CMDCF” fluorescente permeante derivada de fluoresceina (10um, 15min de
incubagao).

Os porcentuais de células de CMDCF resultaram em “positivo”
(células com formacéo intracelular de ROS estéo apresentadas abaixo na
Tabela 6, em comparagdo com células nao irradiadas, e, entdo, com células
tratadas com N-acetil-cisteina (molécula de referéncia) e diferentes concen-

tragbes do composto 2-oxo-1 ,3-tiazolidina.

Tabela 6
% de células CMDCEF positivas

Células nao irradiadas 3
Células irradiadas 30
Células irradiadas + : _ 4
N-acetil-cisteina 5mM

Células irradiadas + 047
2-oxo-1,3-tiazolidina 0,625mM !
Células irradiadas + ' 15.3
2-oxo0-1,3-tiazolidina 1,25mM ’
Células irradiadas + 12

2-ox0-1,3-tiazolidina 2,5mM

Células irradiadas + 73
2-ox0-1,3-tiazolidina 5mM ’

A 2-oxo0-1,3-tiazolidina de acordo com a invengao apresentou
uma habilidade dose-dependente de protegdo de células submetidas a ten-
sdo “induzida por UVA” e similar aquela da molécula de referéncia.

De acordo com um segundo aspecto, a presente invengao tam-
bém ébrange uma'composigéo cosmética, a qual compreende em associa-

¢do com qualquer excipiente compativel fisiologicamente com a pele, e co-
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mo principal ingrediente ativo, o derivado de férmula (I) conforme definido
anteriormente, a dita composigdo sendo idealizada de proteger a pele contra
quaisquer radicais livres ou espécies reativas a oxigénio geradoras de fadi-
ga. '

Mais preferivelmente, a dita composi¢éo é idealizada de proteger
a pele contra uma fadiga "induzida por UV" e o derivado de féormula geral (I)
é tal que X representa um atomo de oxigénio. ‘

Vantajosamente, a quantidade do dito derivado de férmula (1) na
composi¢do acima mencionada compreende entre 0,01 e 10% em peso, em
relagdo ao peso total da composicao, preferivelmente, entre 0,05 e 5% em
peso, ainda mais preferivelmente, entre 0,5 e 5% em peso.

Exemplos de excipientes fisiologicamente compativeis com a
pele a serem mencionados incluem, um tensoativo, um conservante, uma
gordura do corpo, um corante, um emulsificante, um agente de gelificagcao,
um agente emoliente, um agente de umidificagéo, um pigmento, ou quais-
quer outros coadjuvantes normalmente usados nos cosmeticos.

De acordo com uma modalidade da invengéo, e com o objetivo
de reforgar a atividade antioxidante ou anti-radical, a dita composi¢éo é sus-
cetivel de compreender, além disso, outros elementos ativos escolhidos den-
tre agentes antioxidantes, anti-radicais e/ou antipoluicdo encontrados no
mercado, de tal modo que o efeito intrinsecamente fixado para as composi-
¢des de acordo com a invengao nao seja alterado pela adi¢do considerada.
Esses agentes antioxidantes, anti-radicais ou antipoluicaéo comumente en-
contrados no mercado podem ser:

- vitaminas, tais como, vitaminas C, E e D;

- enzimas, tais como, superdxido dismutases, catalases e pero-
xidases, com origem, por exemplo, sintética, de plantas, animal, bacteriana
ou recombinante; ,

- os compostos fendlicos, tais como, polifendis (epigalocatequin-
3-galato) em notadamente, acido ferdlico, silimarina, genisteina, apigenina e
flavanoides de resveratrol. |

Ainda de um modo opcional, a composi¢do acima mencionada
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pode também associar um protetor solar de UV-A ou UV-B, ou de sua mistu-
ra, de natureza organica (derivados de benzofenona) ou inorganica (6xidos
metalicos) ou ainda um ingrediente ativo cosmético com um efeito secunda-
rio, tal como, um agente umidificador, um agente amaciante, um agente de
pigmentagdo, um agente estimulante da sintese de macromoléculas epidér-
micas e dérmicas, a0 mesmo tempo em que se mantém que o dito ingredi-
ente ativo cosmético e sua quantidade estao presentes de uma maneira que
as propriedades da composi¢cdo de acordo com a invengdo nao sejam alte-
radas pela adicao considerada.

As composi¢des de acordo com a invengdo sdo adaptadas para
uma administragdo cutanea tdpica e apresentadas sob todas as formas tipi-
cas usadas para tal tipo de administragdo. Em uma modalidade preferida da
invencdo, elas sdo formuladas sob a forma, por exemplo, de emulsoes, cre-
mes, leites, géis, logbes, etc.

Como ilustracdo, sdo aqui mencionados alguns exemplos da
formulacdo de composigdo cosmética conforme a invenc¢do, contendo os
compostos acima mencionados heterociclicos de 2-oxo-1 ,3-tiazolidina ou 2-
tiono-1,3-tiazolidina:

Férmula A (creme):

2-oxo-1,3-tiazolidina - 11%
Poliisobuteno hidrogenado 7%
Miristato de isobutila ' ' 3%
Palmitato de cetila ’ _ 7%
Monoestearato de etilenoglicol 5%
Laurato de sorbitana 2%
Polissorbato 20 2%
Carboémero (copolimero de acrilato/acrilamida e 6leo mineral) | 0,3%
Fenoxietanol 0,5%
Agua Qsp
100%
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Férmula B (gel):

2-tiono-1,3-tiazolidina 0,5%
Carbomero (copolimero de acrilato/acrilamida e 6leo mineral) | 0,3%
Benzoato de sodio 0,2%
Acido sérbico 1%
1,3-butanodiol 10%
Glicerina o 5%
Carbonato de sodio 0,13%
Fenoxietanol 0,9%
Agua Qsp 100%

Finalmente, de acordo com um ultimo aspecto, a presente in-
vengdo concerne um processo de tratamento cosmético, o qual objetiva
combater a fadiga oxidante da pele e suas consequéncias. O processo €
usado mediante aplicacdo das composigcdes anteriormente definidas, preferi-
velmente, com uma composi¢cdo que compreende o derivado de 2-oxo-1,3-
tiazolidina. -

Preferivelmente,' e com o objetivo de reforgar o dito processo,

" este pode também ser usado simultaneamente com a suplementacéo oral de

uma substancia antioxidante, tipicamente, encontrada no mercado, por e-
xemplo, como uma daquelas referidas acima. Para tal fim, o dito processo
pode compreender também a administragdo oral de uma substancia antioxi-
dante individualmente a uma pessoa, para a qual o tratamento cosmético ¢
idealizado. A administragéiov na pele de uma composi¢do de acordo com a
invencdo e a administragdo oral de uma substéncia antioxidante ocorrem,

~ preferivelmente, ao mesmo tempo.

A titulo de mera ilustragéo, a invengao é ilustrada a seguir pelos
seguintes testes mencionados acima para a invengéo (Testes 1 a 6). E tam-
bém para sinalizar que os primeiros resultados de um estudo in vitro no ho-
mem podem ilustrar o uso de derivados de tiazolidina, de acordo com a pre-
sente invencao.

Teste 1: coeficiente de separagdo do composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina
Os valores do coeficiente de separagdo (Log P) de n-
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octanol/agua foram experimentalmente obtidos em conformidade com o pro-
tocolo descrito nas diretrizes da OECD N2 107 (adotadas em 27/07/1995)

para os testes em produtos quimicos.
O Log P do composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina de acordo com a

invencdo é comparado ao valor obtido para a cafeina e etanol (Tabela 1 a-

baixo).
Tabela 1
Composto LogP
Etanol - 0,31
Cafeina - 0,07
2-oxo-1,3-tiazolidina -0,27

O resultado do composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina é comparavel
ao obtido para o composto conhecido permeéavel a trans-camada cornea da
epiderme.

Teste 2: demonstragéo do efeito antioxidante do composto de 2-oxo-1,3-
tiazolidina.
a) medicdo da atividade de sequiestro do radical hidroxila (OH°).

| O método, descrito por Rehman A. e outros (British J. Pharma-
col. (1997), volume 122, paginas 1702-1706) é usado para a determinacao
da velocidade de sequestro constante do radical hidroxila [Ks(OH®)], o com-
posto de 2-ox0-1,3-tiazolidina de acordo com a invengéo sendo comparado a
uma molécula de referéncia, por exemplo, a taurina.

Experimentalmente, a substancia testada é dissolvida em um
meio tamp@o de pH 7,4, ao qual é adicionado um meio gerador de OH°. De-
pois de uma hora de incubag@o sob a temperatura de 37°C, a reagao € inter-
rompida com a ajuda de acido tricloroacético. Apos a adicdo de um revelador
colorimétrico, &cido tiobarbiturico, a absorbancia € medida em 532 nm, para
diferentes concentragdes, depois, a Ks(OH°) relativa é calculada para cada

uma das substancias. Os resultados séo relatados abaixo na Tabela 2a.
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Tabela 2a
Composto Ks(OH®) (10°.M".s™)
Taurina 5,32
2-oxo-1,3-tiazolidina 13,52

Os resultados, tomando os valores intermediarios obtidos de
cinco experimentos independentes destacam uma capacidade acentuada-
mente superior ao da captura do radical hidroxila (OH°) para o composto de
2.0x0-1,3-tiazolidina, quando comparado & taurina, superior até ao &cido
ascorbico (vitamina C), para o qual a literatura relata uma Ks(OH°) de 10,1
Gigas.M".s™" (Cabelli D.E., J. Phys. Chem. (1983), volume 87, paginas 1809-
1812).

b) medicdo da forca antioxidante "global"

O sistema de producdo de ROS, descrito por Nowak D. e outros

(Biomed. Biochem. Acta (1991), volume 50, paginas 265-272) que envolve o

par oxidase/hipoxantina xantina, é usado para a determinagéo da forla antio-

xidante "global". Esta é caracterizada pela soma dos efeitos contra o &nion
de superéxido, O, -, peréxido de hidrogénio, H2O5, e radical hidroxila, OH®,
sendo expressa pelo acompanhamento da percentagem de protecéo de uma
molécula de "detecgao", a desoxirribose.

O composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina, de acordo com a invengao,
é também comparado & taurina. Experimentalmente, a substancia testada é
dissolvida em um meio tampéao sob um pH de 7,5, suplementado com NaCl,
MgCl, e CaCl,. Apds sua incubagdo sob a temperatura de 37°C, na presen-
ca do par oxidase/hipoxantina xantina, EDTA e desoxirribose, a reagao e

_interrompida com a ajuda do &cido tricloroacético. Apés a adi¢do de acido

tiobarbitarico, é realizada uma medigédo da densidade optica a 532 nm, ex-
pressa posteriormente como percentagem de prote¢do de desoxirribose (a-
pés a comparagdo com um controle). Os resultados sdo apresentados na
Tabela 2b, seguinte.
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Tabela 2b

Composto % de Protecao
Taurina (20 mM) 19
2-ox0-1,3-tiazolidina (10 mM) 19
2-ox0-1,3-tiazolidina (20 mM) 25

Para o compostb de 2-oxo-1,3-tiazolidina, é observada uma pro-
tecdo de desoxirribose superior a protegdo da taurina (protecéo idéntica para
uma concentragao duas vezes menor). '
Teste 3: demonstragdo da capacidade do composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina
em neutralizar a citotoxicidade do composto de 4-hidroxinonenal.

A pesquisa experimental foi realizada em uma linha fibroblastica
do criceto chamado V79, mantida em uma atmosfera umida sob a tempera-
tura de 37°C e 5% de CO,, depois semeada em placas de 96 pogos a uma
velocidade de 0,5.10* células por pogo. As células sdo depois submetidas a
um estado de fadiga toxica, com substituicdo do meio de cultura por um
meio contendo 4-hidroxinonenal (ou 4-HNE) em uma concentragdo de 6v
ppm, um meio para o qual é simultaneamente adicionado o composto de 2-
oxo-1 ,3-fiazo|i_dina, de acordo com a invengao.

A viabilidade celular dos fibroblastos é medida pelo metodo de
incorporacdo ao brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (ou
MTT). Os resultados, tomando os valores intermediérios obtidos de trés ex-
perimentos independentes, sdo apresentados abaixo na Tabela 3, em com-
paracdo com aqueles do compbsto de N-acetil-cisteina, em uma concentra-
¢do de 2 mM, escolhido como uma molécula de referéncia positiva (recupe-
racdo total da viabilidade celular com relagdo a um controle e células nao

estressadas com 4-HNE).

Tabela 3
Viabilidade celular (%)
Controle : 100
HNE (6 ppm) 34
N-acetil-cisteina (2 mM) ' 126
2-oxo-1,3-tiazolidina (0,1 mM) _ 40
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Viabilidade celular (%)
2-0x0-1,3-tiazolidina (1 mM) ' 58

2.0x0-1,3-tiazolidina (2,5 mM) 100

De acordo com a invencéo, os resultados da Tabela 3 destacam
para 0 composto de 2-oxo-1,3-tiazolidina uma viabilidade celular dependente
da dose, juntamente com uma idéntica capacidade, como a referéncia para
protecédo das células submetidas a uma fadiga por 4-HNE.

Teste 4: demonstracao do efeito anticlastogénio do composto de 2-oxo-1v,3-
tiazolidina, na presenca de uma concentragdo genotoxica de 4-
hidroxinonenal.

A pesquisa foi realizada conforme as condi¢oes experimentais
idénticas (semeadura) as apresentadas no teste 3 acima referido, com expo-
sicdo da célula a um estado de "fadiga por 4-HNE", em uma concentragao
genotdxica de 1 ppm, conforme descrito (Eckel P.M., Molecular Aspects of
Medicine (2003), volume 24, paginas 161-1'65), como géradora de quebras
de DNA celular e formagao de micronucleos (efeito clastogénio).

O numero de células do microntcleo é contado apds a leitura
das laminas com microscopio de epifluorescéncia, em 2000 células e apds a
marcagdo com acridina laranja (corante de DNA). Os resultados, tomando 0s
valores intermediarios obtidos de dois experimentos independentes, sao a-
presentados abaixo na Tabela 4, em comparagao com aqueles do composto
de N-acetil-cisteina, em uma concentracdo de 2 mM, escolhido como uma

molécula de referéncia positiva (nimero de células de micronucleo proximas

ao controle nao-exposto.

Tabela 4
Numero de células com micronu-
. cleo/2000 células
Controle 19
HNE-causador de fadiga (1 ppm) : 58
N-acetil-cisteina (2 mM) 27
2-oxo-1,3-tiazolidina (5 mM) 21

Assim, se observa a capacidade de prevenir a formagéo de célu-
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la de micronucleo induzida por uma fadiga genotédxica causada por 4-HNE.
Teste 5: demonstragéo "in tubo" da formag&o de taurina, quando em contato
com uma solugéo de HoOo. '

A uma solugdo aquosa a 10% de derivados de 2-oxo-1 ,3-
tiazolidina ou 2-tiono-1,3-tiazolidina, de acordo com a invengéao, tamponadas
em um pH de 7,4 e sob uma temperatura de 37°C, sao adicionados 4 equi-
valentes de uma solugdo de perdxido de hidrogénio (H2O,), dessa forma, um
pequeno excesso de espécies oxidantes, comparado aos equivalentes teori-
COS necessarios para uma conversao completa (100%) da taurina. A evolu-
¢do da reagdo do meio é seguida de cromatografia liquida (HPLC dotado de
detector de UV a 254 nm), proporcionando os resultados mostrados abaixo
na Tabela 5 e a demonstragdo de uma formagéo quase exclusiva e quantita-
tiva da taurina, apés a reagdo dos derivados de 2-oxo-1,3-tiazolidina ou 2-

tiono-1,3-tiazolidina em contato com Hx0..

Tabela 5
Taurina (% de forma- | Taurina (% de forma-
¢do a partir de 2-oxo- | ¢do a partir de 2-tiono-
_ 1,3-tiazolidina) 1,3-tiazolidina)

3 horas . 38 - 30

7 horas 56 50

24 horas 82 77

48 horas 93" 89
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REIVINDICAGOES
1. Composigdo cosmética, idealizada para prote¢ao da pele con-
tra quaisquer radicais livres ou espécies reativas a oxigénio geradoras de
fadiga, compreendendo, em associagao com um excipiente fisiologicamente
compativel com a pele e como principal ingrediente ativo, um derivado de

formula (1):

\o/
I o
X
em que X representa um atomo de oxigénio ou enxofre.

2. Composigdo cosmética, de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizada pelo fato de que o derivado de férmula (1) é tal que X representa
um atomo de oxigénio.

3. Composigdo cosmética, de acordo com as reivindicagoes 1 ou
2, caracterizada pelo fato de que o derivado de formula (1) esta presente em
uma quantidade compreendendo entre .0,01 e 10% em peso, em relagao ao
peso total da composigéao. |

4. Composigdo cosmética, de acordo com a reivindicagao 3, ca-
racterizada pelo fato de que a quantidade do dito derivado de formula (1) esta
compreendida entre 0,05 e 5% em peso, em relagao ao peso total da com-
posigao.

5. Composicdo cosmética, de acordo com quaisquer das reivin-
dicacdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de compreender ainda outro elemen-
to ativo escolhido dentre agentes antioxidantes, anti-radicais e/ou antipolui-
¢ao.

6. Composicdo cosmética, de acordo com a reivindicagao 5, ca-
racterizada pelo fato de que o dito outro elemento ativo é escolhido dentre |
vitaminas, enzimas e compostos fenolicos.

7. Composigdo cosmética, de acordo com quaisquer das reivin-
dicacdes 1 a 6, caracterizada pelo fato de poder associar um protetor solar
organico ou inorganico de UV-A ou UV-B, ou sua mistura ou mesmo um in-
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grediente ativo cosmético com um efeito secundario, tal como, um agente
umidificador, um agente amaciante, um agente de pigmentagao ou um agen-
te de estimulagdo da sintese de macromoléculas epidérmicas e dérmicas.

8. Composigao cosmética, de acordo com quaisquer das reivin-
dicagdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a mesma é formulada na for-
ma de emulsdes, cremes, leites, géis, logdes.

9. Uso de um derivado de férmula geral (I), como ingrediente
ativo em uma composicdo cosmética como definido em quaisquer das rei-

vindicagbes 1 a 8:

1/—\N3 -H
\./
| o
X
em que X representa um atomo de oxigénio ou enxofre, o dito derivado da
dita composicdo sendo idealizado para proteger a pele contra quaisquer ra-
dicais livres ou espécies reativas a oxigénio geradoras de fadiga.

10. Uso, de acordo com a reivindicagdo 9, em que a dita fadiga
causada é escolhida dentre radiagdo a raios ultravioleta, polui¢ao atmosféri;
ca, contato com xenobidticos quimicos ou atmosferas de fumaca.

| 11. Uso, de acordo com a reivindicagdo 10, em que a dita fadiga
é causada por radiag@o a raios ultravioleta.

12. Processo de tratamento cosmético, com o objetivo de com-
bater a fadiga oxidante da pele e suas consegiiéncias, consistindo na aplica-
cdo sobre a pele de uma composigéo como definida em quaisquer das rei-
vindicagbes 1 a 8.

13. Processo de tratamento cosmético, de acordo com a reivin-
dicacdo 12, caracterizado pelo fato de compreender ainda a administragao

oral de uma substancia antioxidante.
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Crozanedt:

RESUMO
Patente de Invencdo: "USO TOPICO DE DERIVADOS DE TIAZOLIDINA
CONTRA CONSEQUENCIAS DE FADIGA OXIDANTE DA PELE".

A presente invencdo refere-se a uma composi¢do cosmeética,
idealizada de proteger a pele contra quaisquer radicais livres ou espeécies
reativas a oxigénio geradoras de fadiga, compreendendo, em associacao
com quaisquer excipientes fisiologicamente compativeis com a pele e como

principal ingrediente ativo, um derivado de férmula (1)

/ N\

sl N3-gy

\ ./

I o
X

em que X representa um atomo de oxigénio ou enxofre.
‘ A invencdo, especialmente, se aplica ao segmento de protegado
da pele, mais especificamente, contra as conseqUiéncias cutaneas de fadiga

oxidante.
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