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RESUMO 

O envelhecimento da pele envolve eventos que levam à redução da integridade 
estrutural e perda das suas funções biológicas. As espécies reativas de oxigênio 
(EROs) são potencialmente capazes de gerar danos teciduais e estão relacionadas 
com o fotoenvelhecimento cutâneo. Moléculas antioxidantes como a vitamina C (VC) 
são capazes de combater estes compostos. Além disso, a VC atua na síntese de 
colágeno na pele, proteína fundamental à sua sustentação. No entanto, efeitos 
benéficos cutâneos só são obtidos quando a VC é aplicada topicamente. Neste 
trabalho, foram desenvolvidos e caracterizados lipossomas contendo VC para a 
aplicação tópica. Para a quantificação da VC em diferentes matrizes, incluindo 
produtos farmacêuticos, cosméticos e pele de orelha de porco, foi desenvolvido e 
validado um método quantitativo por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada 
à detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) por pareamento iônico em fase reversa. 
O método analítico desenvolvido foi capaz de quantificar a VC sem sofrer interferência 
dos diversos componentes das formulações farmacêuticas e dos compostos 
endógenos da matriz biológica. O diluente escolhido para extrair e diluir a VC foi a 
mistura contendo água e metanol (4:1, v/v) acidificada com ácido fosfórico para pH 
3,0 com a adição de 0,02% de tiossulfato de sódio. Este diluente foi o mais eficaz na 
estabilização da VC, comparando-se com outras condições de pH e composição, com 
a manutenção da quantidade de VC próximo a 100% depois de 10 dias a 4ºC. Desta 
forma, foi desenvolvido um método de quantificação da VC que pode ser amplamente 
utilizado por indústrias farmacêuticas e laboratórios de pesquisa, uma vez que foi 
preciso e exato na avaliação do teor da VC em matriz biológica e em diferentes 
preparações farmacêuticas. Os lipossomas contendo VC foram produzidos pela 
técnica de dehydration-rehydration vesicles (DRV). Foram produzidos lipossomas 
contendo fosfatidilcolina (PC) ou mistura de PC com colesterol e outros lipídeos 
eletricamente carregados, obtendo-se assim lipossomas com carga elétrica neutra, 
positiva ou negativa. Todas as formulações apresentaram tamanho médio inferior a 
200 nm e baixo índice de polidispersão (< 0,2). A eficiência de encapsulação da VC 
foi diretamente influenciada pela quantidade de lipossomas formados. Nos estudos de 
permeação cutânea, a associação da VC aos lipossomas só permitiu maior retenção 
na derme quando foram utilizados os lipossomas carregados negativamente. Após 6 
horas, a aplicação desta formulação proporcionou alta retenção cutânea da VC, com 
acúmulo de 37,19 ± 12,02 µg/cm2 e 73,95 ± 23,23 µg/cm2 na epiderme e derme, 
respectivamente. Os lipossomas foram capazes de aumentar o fluxo de VC através 
da pele.  A presença de colesterol e carga superficial negativa nos lipossomas 
provocaram aumento do fluxo de VC de 4 e 7 vezes, respectivamente, em relação ao 
fármaco livre (FL). A interação dos lipossomas com membranas biológicas vivas foi 
simulada em linhagens de queratinócitos (HaCat) e fibroblastos (3T3) através da 
análise da internalização celular dos lipossomas. Neste caso, durante o preparo dos 
lipossomas foram adicionados marcadores de membrana lipídica fluorescentes 
(rodamina e cumarina). Após tratamento, os grupos que receberam formulação 
lipossomal com carga superficial negativa apresentaram fluorescência superior aos 
grupos tratados com as outras formulações e o controle, sugerindo maior interação 
entre os lipossomas negativos e os queratinócitos e fibroblastos. Assim, a formulação 
com carga negativa foi comparada com a VC livre na regeneração celular de 



 

xiv 

queratinócitos após exposição à radiação UVA e na produção de colágeno tipo I em 
fibroblastos. Nos dois casos, os efeitos benéficos só foram observados com a 
encapsulação da VC nos lipossomas. Desta forma, o desenvolvimento tecnológico de 
uma formulação lipossomal contendo VC, permitiu a obtenção de uma formulação 
com estabilidade de pelo menos 30 dias e com características que favoreceram sua 
retenção e fluxo cutâneo. Além disso, a encapsulação da VC em lipossomas negativos 
proporcionou aumento da sua eficácia na regeneração de queratinócitos e na síntese 
de colágeno em fibroblastos.   
 
 
Palavras-chave:  Ácido ascórbico. Estrato córneo. Promotores de permeação. 
Penetração cutânea. Atividade antioxidante. 1,2-Distearoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol. 
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ABSTRACT  

Skin aging involves events that lead to the reduction of its structural integrity and loss 
of biological functions. The reactive oxygen species (ROS) are potentially able to 
generate damage of tissues and are related with the cutaneous photoaging. 
Antioxidant molecules like vitamin C (VC) are capable of fighting these ROS. Besides, 
VC acts in the synthesis of collagen in the skin, the primary protein responsible for 
supporting its connective tissues. However, beneficial skin effects are only obtained 
when the VC is applied topically. In this work, liposomes containing VC for topical 
administration were developed and characterized. For quantification of VC in different 
matrixes, including pharmaceutical products, cosmetics, and porcine ear skin, a 
quantitative analytical method was developed and validated by high performance liquid 
chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) using ion-pair reversed 
phase. The developed analytical method was capable of quantifying VC without the 
interference of the various components of the pharmaceutical formulations and the 
endogenous compounds of the biological matrix. The diluent chosen to extract and 
dilute VC was a mixture of water and methanol (4:1, v/v) acidified to pH 3.0 with 
phosphoric acid, with additional 0.02% sodium thiosulfate. This diluent was the most 
efficient to stabilize VC compared with other pH conditions and compositions, 
maintaining the amount of VC close to 100% after 10 days at 4°C. In this way, a method 
for quantification of VC that could be widely used by pharmaceutical companies and 
research laboratories was developed. It was precise and accurate in the evaluation of 
the content of VC in biological matrixes and different pharmaceutical formulations, 
making it advantageous towards other methods. Liposomes with VC were prepared by 
dehydration-rehydration vesicles method (DRV). Liposomes containing 
phosphatidylcholine (PC) or a mixture of PC and cholesterol and other electrically 
charged lipids were prepared, and liposomes with positive, negative and neutral 
charges were obtained. All formulations presented mean size inferior to 200 nm and 
low polydispersity index (<0.2). Encapsulation efficiency of VC was directly influenced 
by the amount of liposomes that were formed. In skin permeation studies, the 
association of VC in the liposomes only allowed greater retention in the dermis when 
negatively charged liposomes were used. After 6 hours, the application of this 
formulation promoted high skin retention of VC, with an accumulation of 37.9 ± 12.02 
µg/cm2 and 73.95± 23.23 µg/cm2 in the epidermis and dermis, respectively. Liposomes 
were capable of increasing the flow of VC through the skin. The presence of cholesterol 
and negative charge in the liposomes promoted an increase in VC flow of 4 and 7 
times, respectively, when compared to free drug (FD). The interaction of liposomes 
with live biological membranes was simulated in keratinocytes (HaCat) and fibroblasts 
(3T3) through the analysis of cell internalization of liposomes. For this assay, during 
the preparation of liposomes, fluorescent lipids were used to label the lipid membrane 
(coumarin and rhodamine). After treatment, the groups treated with negatively charged 
liposomal formulation presented superior fluorescence than the groups treated with 
other formulations and control, suggesting a higher interaction between the negatively 
charged liposomes and keratinocytes and fibroblasts. Thus, this negatively charged 
formulation was compared with free VC in the cell regeneration of keratinocytes after 
exposure to UVA radiation and in the production of collagen type I in fibroblasts. In 
both cases, the beneficial effect was only observed when VC was encapsulated in the 
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liposomes. Therefore, the technological development of a liposomal formulation 
containing VC generated a formulation with a stability of at least 30 days and with 
characteristics that favored its retention and skin flow. Besides, the encapsulation of 
VC in negatively charged liposomes promoted an enhancement in the efficacy of 
regeneration of keratinocytes and the synthesis of collagen in fibroblasts. 
 
 
Keywords:  Ascorbic acid. Stratum corneum. Permeation enhancers. Skin permeation. 
Antioxidant activity. 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes são preparações de 

uso externo utilizadas nas diversas partes do corpo humano (pele, sistema capilar, 

unhas, lábios, órgãos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade 

oral), com o objetivo de limpar, perfumar, alterar sua aparência, corrigir odores 

corporais, proteger ou manter em bom estado (BRASIL, 2005). 

Segundo dados da Associação Brasileira da Indústria de Higiene Pessoal, 

Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), em 2015 o mercado mundial de produtos de 

Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC) totalizou US$ 467 bilhões em 

vendas. O Brasil ocupa posição de destaque, constituindo-se o terceiro maior mercado 

consumidor de produtos de HPPC do mundo (US$ 43,5 bilhões), estando atrás 

apenas dos EUA (US$ 76,3 bilhões) e China (US$ 47,8 bilhões). Assim, representando 

9,4% da participação mundial, o Brasil está à frente de importantes mercados como 

Japão (US$ 37,1 bilhões), Alemanha (US$ 19,2 bilhões) e França (US$ 16,8 bilhões) 

(ABIHPEC, 2015). 

Entre os diversos produtos cosméticos disponíveis, os anti-aging recebem 

bastante destaque. Estes produtos atuam de diferentes formas combatendo ou 

retardando o envelhecimento cutâneo. Uma das moléculas mais usadas para este 

propósito é o ácido ascórbico (FARRIS, 2005). Também conhecida como vitamina C 

(VC), esta molécula é capaz de atuar contra o envelhecimento cutâneo combatendo 

os radicais livres (COLVEN; PINNELL, 1996;  PADAYATTY et al., 2003;  

WINTERGERST; MAGGINI; HORNIG, 2006) e estimulando a síntese de colágeno 

(KISHIMOTO et al., 2013;  NUSGENS et al., 2002).  

Apesar dos vários efeitos benéficos oferecidos à pele, o desenvolvimento de 

formulações contendo VC, que sejam eficientes na sua entrega e estabilização, é um 

desafio (STAMFORD, 2012). Durante o delineamento de novas formulações é 

necessário entender as particularidades da permeação de moléculas como a VC na 

pele e a influência do veículo na promoção da permeação cutânea.  
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1.1 PELE: ANATOMIA E FUNÇÕES  

 

A pele é o órgão mais externo do corpo e sua principal função é de proteger o 

organismo contra a perda de água e a entrada de agentes externos. É na pele que 

estão inseridos os pelos e as glândulas sebáceas e sudoríparas, denominados de 

apêndices cutâneos. Além disto, é dividida em três camadas: epiderme, derme e 

hipoderme (figura 1) (BOLZINGER et al., 2012).  

 

Figura 1. Desenho esquemático demonstrando as camadas da pele e seus principais 
componentes. 

 
Fonte: Adaptado de Bhushan et al, 2012.  

 

A hipoderme é a camada mais interna da pele, sendo composta principalmente 

por adipócitos. As principais funções desta camada são proteção mecânica e 

isolamento térmico (BARONI et al., 2012).  

Em contato com a hipoderme está a derme. Esta camada é altamente 

vascularizada, contém vasos linfáticos e alguns tipos celulares como os fibroblastos, 

que são células capazes de sintetizar e renovar a matriz extracelular. Esta matriz é 

composta por tecido conjuntivo, incluindo as fibras elásticas e de colágeno (BARONI 

et al., 2012;  BHUSHAN, 2012). As fibras elásticas presentes na derme são 
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constituídas por elastina e estão dispostas perpendicularmente à superfície da pele, 

intercaladas na junção epiderme-derme, conferindo elasticidade ao tecido conjuntivo. 

As fibras de colágeno são mais grossas, resistentes e estão dispostas paralelamente 

à superfície cutânea, proporcionando resistência mecânica e sustentação à pele. 

Estima-se que cerca de 70% da derme é composta por colágeno (CEVC; VIERL, 

2010). 

O tipo de colágeno predominante na matriz extracelular é o tipo I (85-90%) e o 

tipo III (10-15%). Os colágenos são sintetizados pelos fibroblastos da derme como α-

pró-colágeno. Logo após, ocorre a hidroxilação dos grupos hidroxi-lisina seguida pela 

formação de uma tríplice hélice. O colágeno tipo I é composto por duas cadeias α-1 e 

uma cadeia α-2, enquanto que o colágeno tipo III contém 3 cadeias α-1. Esta estrutura 

de tríplice hélice é excretada para o espaço extracelular, onde proteinases clivam o 

domínio terminal e finalmente as moléculas de colágeno se organizam para formar as 

fibras de colágeno (CHUNG et al., 1997;  LUCEY; GOLDBERG, 2014).  

A epiderme é subdividida em estrato basal, espinhoso, granuloso e córneo 

(figura 2) (BHUSHAN, 2012;  MENON, 2002). As células predominantes nesta camada 

são os queratinócitos, sendo estes capazes de sintetizar diferentes lipídeos e 

proteínas estruturais. Com exceção do estrato córneo, todas as demais camadas da 

epiderme possuem células metabolicamente ativas (BARONI et al., 2012). 

 

Figura 2. Esquema contendo corte histológico da pele demonstrando as camadas da 
epiderme e a derme, além da organização e composição principal do estrato córneo. 

 
Fonte: Adaptado de Bhushan et al, 2012. 
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As células do estrato basal são as responsáveis pela contínua renovação da 

epiderme. A diferenciação dos queratinócitos se inicia nesta camada e prossegue em 

direção à camada mais externa da pele, o estrato córneo. No entanto, apenas 15% 

das células da camada basal estão envolvidas neste processo (BLANPAIN; FUCHS, 

2006). As demais células se mantêm em um estado de quiescência, tornando-se 

ativas apenas quando a proliferação é requisitada, como por exemplo, quando 

ocorrem lesões ou em intervenções médicas direcionadas ao rejuvenescimento da 

pele (BARONI et al., 2012).  

A etapa final da diferenciação dos queratinócitos está relacionada com 

mudanças extensas na sua estrutura, transformando-os em células achatadas e 

anucleadas denominadas corneócitos (BHUSHAN, 2012;  CEVC; VIERL, 2010). Estas 

células são constituídas principalmente por filamentos de queratina envolvidos por um 

envelope cornificado composto por proteínas como a filagrina, loricrina e involucrina e 

uma camada de lipídeos ligados covalentemente a este envelope. Os corneócitos 

estão ligados entre si através dos corneodemossomos (HAFTEK, 2015). 

O estrato córneo é composto pelos corneócitos dispostos em várias camadas 

(18-20 camadas) e embebidos em uma matriz lipídica (figura 2) (MENON; CLEARY; 

LANE, 2012). O espaço intercelular é formado por camadas lipídicas lamelares e é 

constituído principalmente por colesterol, ceramidas e ácidos graxos, sendo composto 

apenas por 15 a 30% de água (CASPERS et al., 2000).  

A composição dos corneócitos e sua disposição em camadas na matriz 

extracelular, assim como a própria constituição e organização da matriz extracelular, 

faz com que o estrato córneo seja a principal barreira contra a entrada de substâncias 

através da pele, incluindo os fármacos (BARONI et al., 2012;  DANCIK; BIGLIARDI; 

BIGLIARDI-QI, 2015;  TROMMER; NEUBERT, 2006).  

 

1.2 APLICAÇÃO CUTÂNEA E A ENTRADA DE MOLÉCULAS NA PELE 

 

Além dos aspectos metabólicos e fisiológicos, a pele possui um papel 

importante na administração tópica e transdérmica de medicamentos e cosméticos 

(BOLZINGER et al., 2012;  TROMMER; NEUBERT, 2006).  

Embora tanto as formulações tópicas quanto as transdérmicas sejam aplicadas 

na pele, a região de ação é diferente entre elas. Na aplicação tópica espera-se ação 

local na própria pele, com manutenção da substância de interesse na superfície 
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cutânea (exemplo, repelentes e protetores solares) ou com a entrada da substância 

nas demais camadas da pele, incluindo as regiões mais profundas. A chegada da 

substância até a derme pode possibilitar certa absorção sistêmica, no entanto, 

geralmente ocorre em concentrações que não causam eventos adversos. Já as 

formulações transdérmicas não têm a pele como órgão alvo, utilizando a via 

percutânea apenas como via de entrada, com subsequente distribuição sistêmica 

(TROMMER; NEUBERT, 2006).   

O transporte de substâncias através da pele pode acontecer a partir de três 

vias: transcelular, intercelular e via apêndices cutâneos (figura 3) (JEPPS et al., 2013). 

As duas primeiras vias estão relacionadas à entrada das substâncias através do 

estrato córneo. Na via transcelular, o fármaco atravessa os corneócitos e a matriz 

lipídica, particionando-se entre eles. A via intercelular consiste na entrada de 

moléculas via matriz lipídica, contornando os corneócitos. Supõe-se que a influência 

da via apêndices cutâneos não é muito significativa, visto a pequena área corporal 

que ocupam (0,1%). No entanto, esta via tem sido relacionada ao transporte de íons 

e moléculas grandes (BOLZINGER et al., 2012;  PROW et al., 2011;  TROMMER; 

NEUBERT, 2006).  

 

Figura 3. Vias de transporte do fármaco através da pele: via transcelular (através dos 
corneócitos e da matriz lipídica) (a), via intercelular (entre os corneócitos, pela matriz lipídica) 
(b) e via apêndices (por exemplo, folículos pilosos) (c).  

 
Fonte: Adaptado de Bolzinger et al, 2012. 
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A via de entrada de uma molécula depende das suas características como sua 

lipofilicidade. De modo geral, moléculas lipofílicas preferem a via intercelular e 

moléculas hidrofílicas a via transcelular. No entanto, acredita-se que mesmo as 

moléculas hidrofílicas possam entrar na pele via intercelular, através dos espaços 

aquosos formados entre as lamelas lipídicas. De fato, a entrada de moléculas na pele 

pode ocorrer pela combinação das três vias (BOLZINGER et al., 2012;  CEVC; VIERL, 

2010;  EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008).  

A passagem de substâncias pela pele é um processo que pode ser dividido em 

três etapas: a) penetração, que é a entrada de uma substância em uma camada 

específica, como exemplo a entrada no estrato córneo; b) permeação, que consiste 

na penetração de uma camada para outra e c) absorção, quando há entrada da 

molécula para o sistema vascular (BOLZINGER et al., 2012;  JEPPS et al., 2013). 

O fluxo (J) em que a molécula atravessa passivamente o estrato córneo pode 

ser descrito simplificadamente pela 1ª Lei de Fick (Equação I) (HIGUCHI, 1960).  

 

� =
����,�

�
 .

��

��,�

                          Equação I 

 

Onde: 

Dm = coeficiente de difusão do fármaco na membrana; 

Cs,m = solubilidade do fármaco na membrana; 

Cs,v = solubilidade do fármaco no veículo; 

Cv = concentração do fármaco no veículo; 

L = espessura da membrana. 

  

O aumento do fluxo de substâncias através da pele pode ocorrer utilizando-se 

três estratégias, sendo elas: 1) aumentando a razão Cv/Cs,v, através da saturação do 

substância no veículo, 2) aumentando o Dm, pela associação da molécula à veículos 

capazes de desorganizar o estrato córneo e 3) aumentando a Cs,m, utilizando 

veículos capazes de aumentar a solubilidade da substância no estrato córneo (CEVC; 

VIERL, 2010;  MOSER et al., 2001;  RAI et al., 2010). A utilização destas estratégias 

pode ajudar no desenvolvimento de formulações com desempenho cutâneo superior 

(MORGANTI et al., 2001). 
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1.3 ESTUDOS DE PERMEAÇÃO CUTÂNEA 

 

Os estudos de permeação cutânea podem ser realizados em modelos 

experimentais in vivo e in vitro. Os métodos in vivo fornecem informações 

farmacocinéticas, enquanto que os métodos in vitro têm sido utilizados para avaliar a 

penetração e permeação de fármacos na pele (OECD, 2004;2011). 

Nos testes de permeação in vitro são utilizados sistemas de difusão e 

membranas biológicas como a pele humana ou de animais como porco, rato e cobra. 

A pele humana, obtida de cirurgia plástica, não é utilizada com frequência pois 

apresenta alta variabilidade (por exemplo, pigmentação, região do corpo e presença 

de imperfeições como estrias) e pouca disponibilidade. A pele de porco é o modelo 

mais empregado devido sua semelhança com a pele humana, como densidade de 

folículos pilosos, espessura do estrato córneo e composição lipídica (GODIN; 

TOUITOU, 2007).  

Células de difusão do tipo Franz (figura 4) são frequentemente utilizadas nos 

estudos de permeação cutânea. Estes dispositivos são constituídos por um 

compartimento doador, onde as formulações contendo o fármaco são inseridas, e 

outro compartimento denominado receptor, que contém uma solução na qual a 

substância é extensivamente solúvel. A formulação é colocada em contato direto com 

a pele, sob uma área difusional delimitada, de modo que possa ocorrer a difusão das 

moléculas do compartimento doador em direção ao compartimento receptor. 

Temperatura e agitação podem ser controladas (RAI et al., 2010).  

 

Figura 4. Célula de fluxo estático tipo Franz utilizadas para estudos de permeação cutânea e 
liberação.  

 
Fonte: Adaptado do manual Microette, Hanson Research. 
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 Entre os vários dados que podem ser obtidos nos estudos de permeação 

cutânea (análises microscópicas, histológicas, perda de água transepidermal, etc), 

destaca-se a possibilidade de quantificar o fármaco retido nas diferentes camadas da 

pele. A separação em camadas pode ser realizada por diferentes técnicas, 

destacando-se a retirada do estrato córneo pela técnica de tape stripping e a 

separação entre epiderme e derme, através de calor. Além da quantidade de fármaco 

retido na pele, também é possível avaliar a quantidade que chegou no meio receptor 

e calcular o fluxo da molécula através da pele (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012;  

MOSER et al., 2001).  

 Desta forma, por meio de estudos de permeação é possível avaliar a influência 

dos promotores de permeação cutânea na entrada de substâncias na pele (LANE, 

2013;  MOSER et al., 2001). Exemplos de promotores de permeação bastante 

utilizados são os nanocarreadores, tendo como exemplo importante os lipossomas 

(DESAI; PATLOLLA; SINGH, 2010;  HONEYWELL-NGUYEN; BOUWSTRA, 2005;  

MORGANTI et al., 2001).  

 

1.4 LIPOSSOMAS 

 

Os lipossomas são vesículas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas 

lipídicas concêntricas que encapsulam um núcleo aquoso. São biocompatíveis e 

biodegradáveis e podem ser constituídos por lipídeos sintéticos ou naturais 

(AKBARZADEH et al., 2013). Este nanocarreador pode  ser classificado quanto ao 

número de bicamadas lipídicas em vesículas multilamelares (MLV) ou unilamelares 

(ULV); ou classificados quanto ao seu tamanho em vesículas unilamelares grandes 

(LUV) (200-800 nm) ou vesículas unilamelares pequenas (SUV) (próximo a 100 nm) 

(TORCHILIN, 2010). A figura 5 contém desenho esquemático da estrutura e 

classificação dos lipossomas. 
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Figura 5. Constituição, estrutura e classificação dos lipossomas e representação das 
possíveis formas de organização de substâncias encapsuladas com base em sua polaridade. 

 
Fonte: Adaptado de Gaeti et al, 2015. 

 

Os lipossomas são compostos essencialmente por fosfolopídeos, que são 

moléculas com característica anfifílica, com uma cabeça polar e uma cauda apolar 

contendo duas cadeias de ácidos graxos. Em presença de soluções aquosas se 

organizam espontaneamente em bicamadas, semelhante às membranas biológicas, 

com a parte hidrofóbica voltada para o interior da membrana e a cabeça hidrofílica 

orientada para o exterior aquoso (PURI et al., 2009;  SHARMA; SHARMA, 1997).  

Devido à sua composição, os lipossomas possuem a habilidade de encapsular 

tanto moléculas hidrofílicas quanto lipofílicas, permitindo que uma grande variedade 

de substâncais sejam encapsuladas nestas vesículas. Moléculas lipofílicas ficam 

inseridas na membrana lipídica e as hidrofílicas ficam encapsuladas no compartimento 

aquoso (MUFAMADI et al., 2011). 

Existem vários métodos de preparo de lipossomas, dentre eles: hidratação do 

filme lipídico, extrusão, sonicação, injeção de etanol e evaporação de fase reversa 

(AKBARZADEH et al., 2013). As técnicas de preparo mais tradicionais geralmente 

resultam em baixa eficiência de encapsulação de substâncias hidrofílicas. Para tanto,  
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Kirby & Gregoriadis (1984) propuseram uma técnica denominada de dehydration-

rehydration vesicles (DRV), capaz de aumentar a eficiência de encapsulação de 

fármacos hidrofílicos. Nesta técnica, lipossomas vazios são produzidos e liofilizados 

juntos com o fármaco. No processo de reidratação, realizado em etapas, o fármaco é 

forçado a entrar para o compartimento aquoso (figura 6).  

 

Figura 6. Esquema representativo da obtenção de lipossomas pela técnica de dehydration-
rehydration vesicles (DRV). A solução contendo a substância hidrofílica (a) é adicionada aos 
lipossomas vazios, previamente produzidos, contendo crioprotetor (b). A mistura é congelada 
e liofilizada para obtenção do pó liofilizado (d) que será reidratado em etapas (e) para a 
encapsulação da substância hidrofílica.  

 
Fonte: próprio autor. 

  

1.4.1 Lipossomas e promoção de permeação 

 

A utilização de lipossomas na encapsulação de moléculas para aplicação tópica 

tem sido reportada desde 1980 (MEZEI; GULASEKHARAM, 1980). Vários fatores 

podem influenciar na permeação de moléculas através da pele, entre eles as 

propriedades físico-químicas da molécula como peso molecular e lipofilicidade e 

características dos lipossomas como lamelaridade, carga superficial, tamanho, 

concentração e tipo de lipídeo (RAI et al., 2010;  SINICO et al., 2005;  WEINER et al., 

1989). A presença de colesterol ou de carga superficial positiva ou negativa na 

composição dos lipossomas, por exemplo, tem sido relacionada ao aumento da 

permeação e do fluxo cutâneo (CODERCH et al., 2000;  MANOSROI; 

KONGKANERAMIT; MANOSROI, 2004;  SINICO et al., 2005;  TIWARI et al., 2011).  

 A capacidade dos lipossomas de aumentar a permeação de moléculas na pele 

envolve diferentes mecanismos de ação. Primeiramente, acredita-se que a aplicação 
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destas vesículas topicamente favoreça a formação de um filme lipídico oclusivo capaz 

de aumentar a retenção de água no estrato córneo (DESAI et al., 2010). Em condições 

normais, o estrato córneo possui cerca de 15 µm de espessura, já quando hidratado 

pode chegar a 40 µm (WARNER; STONE; BOISSY, 2003). O aumento da quantidade 

de água na cabeça polar dos lipídeos intercelulares pode provocar a ocorrência de 

‘pools’ que favorecem a permeação de substâncias, principalmente das substâncias 

hidrofílicas. Ainda, o aumento da água intercelular pode promover desagregação dos 

lipídeos intercelulares e provocar certa ruptura na camada córnea (TROMMER; 

NEUBERT, 2006).  

O outro mecanismo em que os lipossomas atuam na promoção de permeação 

de moléculas envolve mudanças da estrutura do estrato córneo. Após a aplicação na 

pele, os lipossomas se desintegram ou se fundem à sua superfície, de modo que, os 

lipídeos dos lipossomas se misturam com os lipídeos intercelulares do estrato córneo, 

provocando desorganização nesta camada. A adição de lipídeos pode mudar a 

temperatura de transição de fase, e consequentemente, alterar a fluidez das 

bicamadas do estrato córneo, facilitando a entrada de moléculas (DESAI et al., 2010;  

EL MAGHRABY et al., 2008). Os lipossomas são capazes de interagir tanto com os 

lipídeos mais superficiais quanto com os lipídeos mais profundos da pele, dependendo 

da composição da vesícula, influenciando na permeação das moléculas (BOUWSTRA 

et al., 2003;  HONEYWELL-NGUYEN; BOUWSTRA, 2005). 

   

1.5 VITAMINA C 

 

A vitamina C (VC), ou ácido ascórbico, é uma vitamina hidrossolúvel 

amplamente presente nas frutas e vegetais. A forma biologicamente ativa é o isômero 

L-ácido ascórbico. A VC é oxidada através de uma reação reversível para ácido 

dehidroascórbico (ADH), que também possui atividade biológica. No entanto, o ADH 

pode se converter irreversivelmente em uma molécula sem atividade biológica, o ácido 

dicetogulônico (figura 7) (LINSTER; VAN SCHAFTINGEN, 2007). A VC sofre oxidação 

quando exposta ao estresse oxidativo, luz, pH alto, aumento de temperatura e na 

presença de determinadas enzimas e íons metálicos NOVÁKOVÁ; SOLICH; 

SOLICHOVÁ, 2008).  
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Figura 7. Esquema representativo da oxidação da vitamina C (a) em ácido dehidroascórbico 
(b) e ácido dicetogulônico (c). 

 

 

 Estudos demonstram a eficácia da VC no combate e tratamento do 

envelhecimento cutâneo (HUMBERT et al., 2003a;  NUSGENS et al., 2002;  

TRAIKOVICH, 1999). As espécies reativas de oxigênio (EROs) estão relacionados 

com o fotoenvelhecimento e são formados tanto por processos endógenos (exemplo, 

processos isquêmicos), quanto por agentes externos como a radiação ultravioleta 

(UV) e poluentes. Estes compostos são capazes de provocar graves danos no DNA, 

membrana lipídica e proteínas como o colágeno. Como antioxidante, a VC cede 

elétrons aos radicais intra e extracelulares, neutralizando-os e protegendo os tecidos 

contra o dano oxidativo. Ainda, é capaz de potencializar a atividade antioxidante da 

vitamina E, uma vez que regenera a forma oxidada desta vitamina (ARRIGONI; DE 

TULLIO, 2002;  KOHEN; NYSKA, 2002).  

Outra propriedade importante está relacionada com a síntese de colágeno. 

Primeiramente, a VC atua como cofator das enzimas prolil e lisil oxidase, ambas 

necessárias em processos pós-translacionais do colágeno tipo I e tipo III. Além disso, 

é capaz de aumentar os níveis de ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) do colágeno 

tipo I e III, aumentando a quantidade de colágeno produzido. Ainda, promove o 

aumento da síntese de inibidores de metaloproteinases, enzimas responsáveis pela 

degradação da matriz extracelular, diminuindo a degradação do colágeno já existente 

(FARRIS, 2005). 

 Em estudo clínico, a aplicação da VC (5%) em comparação ao controle 

proporcionou melhora nas características gerais da pele, com diminuição das rugas 

finas, irregularidades táteis e flacidez (TRAIKOVICH, 1999). No estudo desenvolvido 

por Humbert e colaboradores (2003), a VC (5%) aplicada topicamente durante seis 

meses também proporcionou efeitos benéficos à região tratada, com melhora 

significativa da profundidade dos sulcos da pele. Além disso, a VC ainda demonstrou 

possuir atividade anti-inflamatória (CARCAMO et al., 2002), com diminuição do 
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eritema pós-tratamento com laser de dióxido de carbono (ALSTER; WEST, 1998) e 

ação despigmentante (PANICH et al., 2011).  

 No entanto, os seres humanos são incapazes de sintetizar a VC devido à falta 

da enzima gulonolactona oxidase, enzima primordial na sua biossíntese (NISHIKIMI 

et al., 1994). A suplementação da VC pode ocorrer via alimentar por meio da ingestão 

de alimentos ricos nesta vitamina, como as frutas cítricas. Quando insuficiente pela 

alimentação, pode ser ingerida na forma de preparações farmacêuticas como os 

comprimidos e soluções orais. No entanto, mesmo com a suplementação via oral, 

quantidades adequadas de VC na pele só podem ser alcançadas com a sua aplicação 

tópica (FARRIS, 2005;  MANELA-AZULAY; BAGATIN, 2009).  

O desenvolvimento de formulações tópicas de VC requer cuidados especiais 

devido à sua pouca estabilidade sob diferentes condições e sua característica 

hidrofílica em contraste à hidrofocidade do estrato córneo (STAMFORD, 2012).   

Diante do que já foi exposto, fica claro que a encapsulação da VC em 

lipossomas pode melhorar a sua permeação cutânea. A quantidade de VC presente 

na formulação pode influenciar diretamente na sua retenção cutânea. Maiores 

quantidades de VC na formulação estão relacionadas com melhor retenção na pele, 

com ótimos resultados nas concentrações de 5 a 20% (PINNELL et al., 2001).  

Lipossomas contendo VC (0,15%) para aplicação tópica foram produzidos por 

Zhou e colaboradores (2014). Apesar dos lipossomas terem aumentado o fluxo in vitro 

da VC através da pele de rato, os autores não realizaram a quantificação da VC retida 

na pele. Estudos adicionais são necessários para avaliar o perfil de entrada e acúmulo 

de VC na pele após a aplicação tópica de lipossomas contendo VC, preferencialmente 

em pele de orelha de porco, que tem permeabilidade mais semelhante à pele humana 

que a pele de rato (TOUITOU et al., 1996). 

 Frente aos vários benefícios biológicos associados à VC e à ausência de 

estudos detalhados da encapsulação da VC em lipossomas para aplicação tópica, é 

interessante o desenvolvimento de uma formulação lipossomal de alto desempenho, 

com avaliação da influência dos componentes da formulação na interação com 

membranas biológicas e na promoção da permeação cutânea e eficácia da VC.  
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2 OBJETIVOS 

 

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar lipossomas contendo 

vitamina C para uso tópico e avaliar o seu desempenho in vitro por meio de estudos 

de permeação cutânea, bem como na síntese de colágeno por fibroblastos e 

capacidade de regeneração celular de queratinócitos. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Avaliar a estabilidade analítica da vitamina C frente à temperatura, composição 

e pH do diluente.  

 

• Desenvolver e validar metodologia analítica para quantificação da vitamina C 

por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à detector de arranjo de 

diodos (HPLC-DAD) por pareamento iônico em fase reversa. 

 

• Avaliar a capacidade do método analítico proposto em quantificar a vitamina C 

em diferentes formas farmacêuticas. 

 

• Desenvolver lipossomas contendo vitamina C. 

 

• Caracterizar os lipossomas desenvolvidos quanto ao tamanho médio, índice de 

polidispersão, carga superficial, eficiência de encapsulação e contagem do 

número de partículas.  

 

• Realizar análise morfológica de lipossomas contendo VC após a etapa de 

reidratação por meio de microscopia eletrônica de transmissão. 

 

•  Acompanhar a estabilidade da dispersão lipossomal contendo VC durante 30 

dias. 
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• Avaliar o desempenho dos lipossomas desenvolvidos em testes de permeação 

cutânea in vitro.  

 

• Verificar a influência da composição lipídica dos lipossomas na internalização 

celular em fibroblastos e queratinócitos. 

 

• Avaliar in vitro a capacidade da VC em solução e lipossomal em estimular a 

síntese de colágeno tipo I. 

 

• Avaliar in vitro a influência da VC em solução e lipossomal na regeneração de 

queratinócitos.  
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3 PUBLICAÇÕES 

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho foram 

organizados para a construção de dois artigos. No primeiro artigo, foi desenvolvido e 

validado um método analítico para quantificar a VC. Em virtude da instabilidade físico-

química desta molécula, também foram estabelecidas condições para assegurar sua 

estabilidade analítica e devida quantificação. O método desenvolvido foi utilizado para 

quantificar a VC em diferentes preparações farmacêuticas, incluindo três 

medicamentos e um produto dermatológico. A VC está presente nestas preparações 

devido as suas várias funções biológicas. No produto dermatológico destaca-se seus 

efeitos benéficos às células da pele, como na síntese de colágeno e ação antioxidante. 

No entanto, a entrada desta molécula na pele é dificultada devido à sua característica 

hidrofílica, uma vez que o estrato córneo, a principal barreira cutânea, é hidrofóbico. 

Assim, no segundo artigo, foi realizado um estudo para avaliar a influência da 

composição lipídica de lipossomas na encapsulação da VC. Ainda, foram realizados 

estudos in vitro para avaliar o desempenho cutâneo da VC, bem como a promoção de 

efeitos benéficos às células da pele.  

 

 

Artigo 1  – Quantificação da vitamina C em produtos farmacêutic os e 

cosméticos: estabilidade analítica, desenvolvimento  e validação de um método 

analítico por pareamento iônico HPLC-DAD em fase re versa 

 

 

 

Artigo 2 – A new formulation of an old drug: Ascorb ic acid in liposomes brings 

life to the skin 
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3.1 Artigo 1 

 

Quantificação da vitamina C em produtos farmacêutic os e 
cosméticos: estabilidade analítica, desenvolvimento  e validação de 

um método para determinação quantitativa em HPLC-DA D por 
pareamento iônico em fase reversa 

 

 

Resumo 

 
O principal desafio na quantificação da vitamina C (VC) por HPLC é desenvolver um 
método que seja simples, seletivo e confiável, com parâmetros cromatográficos 
adequados. Neste trabalho, a utilização do hidrogenossulfato de tetrabutilamônio 
como pareador iônico na fase móvel permitiu a eluição adequada da VC em HPLC-
DAD em fase reversa. Para a escolha do diluente avaliou-se a interferência de vários 
fatores na estabilidade analítica da VC como o pH (3,0 e 6,8), adição de solvente 
orgânico (metanol) e agentes antioxidantes (biossulfato de sódio, tiossulfato de sódio 
e EDTA) e a influência da temperatura (4, 25 e 40°C). O diluente que possibilitou as 
melhores condições de estabilização da VC foi a mistura de água e metanol (4:1 v/v) 
com adição de 0,02% de tiossulfato de sódio com ajuste de pH para 3,0 com ácido 
fosfórico. O método apresentou linearidade na faixa de concentração de 5 a 100 
µg/mL. Os valores de precisão intracorrida e interdia, representados pelo DPR% foram 
menores que 2%. A exatidão/recuperação ficou entre 98 e 104%. O método foi 
utilizado na quantificação da VC em comprimidos de liberação retardada, comprimidos 
efervescentes, solução oral e em um creme cosmético. Os valores de teor ficaram 
dentro do especificado, entre 90-110%. Mesmo com a complexa composição das 
formas farmacêuticas avaliadas, o método foi capaz de quantificar a VC sem 
interferência dos excipientes, mostrando-se seletivo. Assim, o novo método 
desenvolvido apresenta potencial para ser utilizado em laboratórios analíticos para a 
quantificação da VC, uma vez que foi linear, preciso, exato e seletivo, com 
estabilização da VC por pelo menos 5 dias a 25°C, garantindo sua estabilidade 
analítica e favorecendo as condições de trabalho.  
 
 
Palavras chave:  Ácido ascórbico. Estabilidade. Pareador iônico. Validação. 
Preparações farmacêuticas/cosméticas. 
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3.2 Artigo 2 

 

A new formulation of an old drug: Ascorbic acid in liposomes 

brings life to the skin 

 

 

Resumo 

 

A vitamina C (VC) é amplamente utilizada em formulações cosméticas devido à sua 
capacidade de aumentar a síntese de colágeno e sua propriedade antioxidante. Neste 
estudo, a VC foi encapsulada em lipossomas com composições lipídicas diferentes e 
produzidos pela técnica de dehydration-rehydration vesicles (DRV). Foi avaliada a 
influência da quantidade de lipídeo, presença de colesterol e de carga elétrica 
superficial na eficiência de encapsulação, permeação cutânea e interação com 
queratinócitos e fibroblastos in vitro. As formulações foram caracterizadas quanto ao 
tamanho médio, índice de polidispersão, potencial zeta, eficiência de encapsulação e 
número de partículas formadas. Foram realizados testes de estabilidade e avaliação 
in vitro de eficácia com a formulação com características mais adequadas à aplicação 
tópica. Em todos os casos, os lipossomas produzidos apresentaram tamanho médio 
inferior a 200 nm e baixos valores de índice de polidispersão (< 0,18). A eficiência de 
encapsulação da VC apresentou uma relação direta com o número de lipossomas 
formados. Durante os estudos de permeação cutânea, a presença de carga negativa 
nos lipossomas favoreceu a retenção da VC na pele, com acúmulo de 37,19 ± 12,02 
µg/cm2 e 73,95 ± 23,23 µg/cm2 na epiderme e derme, respectivamente, após 6 horas. 
O fluxo, isto é, a quantidade de VC que atravessou a pele, foi influenciado pela 
composição da formulação. Tanto a presença de colesterol quanto a carga negativa 
superficial nos lipossomas foram capazes de aumentar a quantidade de VC que 
atravessou a pele. A formulação lipossomal com carga negativa apresentou 
estabilidade superior a 30 dias e promoveu aumento no fluxo de 7 vezes em 
comparação à VC livre. Ainda, os lipossomas carregados negativamente foram 
capazes de interagir melhor com a membrana celular dos queratinócitos e fibroblastos. 
Estudos in vitro de eficácia demonstraram que a associação da VC ao lipossoma com 
carga negativa proporcionou aumento da eficácia da VC na síntese de colágeno tipo 
I em fibroblastos e na regeneração dos danos causados pela radiação UVA em 
queratinócitos. Sendo assim, foram produzidos lipossomas promotores de permeação 
cutânea da VC, capazes de aumentar a retenção e fluxo desta molécula na pele. Estes 
lipossomas também promoveram aumento da eficácia da VC, podendo potencializar 
sua ação no tratamento do envelhecimento cutâneo.  
 
 
Palavras-chave: Ácido ascórbico. Composição lipídica. Estudos de permeação 
cutânea. Internalização celular. Colágeno tipo I. Atividade antioxidante. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

• Foram estabelecidas condições analíticas adequadas para a estabilização da 

vitamina C. A adição de solvente orgânico, pH ácido, e a presença de tiossulfato 

de sódio 0,02% (p/v) proporcionaram boa estabilidade à VC a 4ºC e 25ºC, por 

tempo adequado para aplicação na rotina analítica. 

 

• Foi desenvolvido e validado um método analítico para quantificação da vitamina 

C por HPLC, com aplicação na quantificação deste analito em amostras 

comerciais de comprimidos de desintegração lenta, comprimidos 

efervescentes, solução oral (gotas) e em uma formulação cosmética. 

 

• Foram produzidas cinco formulações lipossomais com composição lipídica 

diferente, com tamanho e índice de polidispersão satisfatórios. 

 

• Foi possível traçar uma relação direta entre o número de partículas formadas e 

a eficiência de encapsulação da vitamina C. 

 

• A formulação contendo PC, Col e DSPG em dispersão aquosa apresentou 

estabilidade por, no mínimo 30 dias, tanto em geladeira quanto a 25ºC, com 

manutenção da quantidade de vitamina C superior a 90% e sem alteração no 

tamanho e PdI dos lipossomas. As imagens obtidas por TEM desta formulação 

mostraram lipossomas com tamanho médio semelhante ao obtido por DLS. 

 

• Entre os lipossomas desenvolvidos, o lipossoma com carga superficial negativa 

apresentou maior retenção e fluxo de VC através da pele de orelha de porco. 

A encapsulação nos lipossomas negativos proporcionou retenção cutânea de 

VC superior a 97 µg/cm2 e fluxo de VC através de pele de 2,19 ± 0,07 µg/cm2/h. 

 

• Os lipossomas com carga superficial negativa apresentaram maior interação 

com a membrana celular de linhagens de queratinócitos e fibroblastos em 

cultura celular, com maior internalização destes lipossomas. 
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• A associação da VC aos lipossomas foi capaz de aumentar a síntese de 

colágeno tipo I intra e extracelular em comparação ao grupo tratado com a VC 

não formulada. 

 

• Os lipossomas aumentaram também a capacidade da VC de recuperar os 

danos causados pela radiação UVA em queratinócitos.  

 

• A análise conjunta de todos os dados gerados in vitro podem ajudar a predizer 

o comportamento da formulação lipossomal in vivo, reduzindo possivelmente a 

necessidade de testes em animais para avaliar a eficácia do produto cosmético.  

 
• Desta forma, considerando-se os danos causados pelo envelhecimento 

cutâneo ocorridos em função da oxidação e perda de colágeno na pele, a 

vitamina C associada aos lipossomas com carga negativa apresentam-se como 

uma alternativa viável de formulação cosmética de alto desempenho. 
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