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RESUMO

O envelhecimento da pele envolve eventos que levam a reducdo da integridade
estrutural e perda das suas func¢des biologicas. As espécies reativas de oxigénio
(EROs) séo potencialmente capazes de gerar danos teciduais e estédo relacionadas
com o fotoenvelhecimento cutaneo. Moléculas antioxidantes como a vitamina C (VC)
sdo capazes de combater estes compostos. Além disso, a VC atua na sintese de
coldgeno na pele, proteina fundamental a sua sustentacdo. No entanto, efeitos
benéficos cutaneos s6 sao obtidos quando a VC é aplicada topicamente. Neste
trabalho, foram desenvolvidos e caracterizados lipossomas contendo VC para a
aplicacao toépica. Para a quantificacdo da VC em diferentes matrizes, incluindo
produtos farmacéuticos, cosméticos e pele de orelha de porco, foi desenvolvido e
validado um método quantitativo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) por pareamento ibnico em fase reversa.
O método analitico desenvolvido foi capaz de quantificar a VC sem sofrer interferéncia
dos diversos componentes das formulagcbes farmacéuticas e dos compostos
endogenos da matriz bioldgica. O diluente escolhido para extrair e diluir a VC foi a
mistura contendo agua e metanol (4:1, v/v) acidificada com acido fosférico para pH
3,0 com a adicdo de 0,02% de tiossulfato de sodio. Este diluente foi o mais eficaz na
estabilizacdo da VC, comparando-se com outras condicfes de pH e composi¢ao, com
a manutencado da quantidade de VC proximo a 100% depois de 10 dias a 4°C. Desta
forma, foi desenvolvido um método de quantificacdo da VC que pode ser amplamente
utilizado por industrias farmacéuticas e laboratérios de pesquisa, uma vez que foi
preciso e exato na avaliacdo do teor da VC em matriz biolégica e em diferentes
preparacdes farmacéuticas. 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 lipideos
eletricamente carregados, obtendo-se assim lipossomas com carga elétrica neutra,
positiva ou negativa. Todas as formula¢des apresentaram tamanho médio inferior a
200 nm e baixo indice de polidispersao (< 0,2). A eficiéncia de encapsulacéo da VC
foi diretamente influenciada pela quantidade de lipossomas formados. Nos estudos de
permeacao cutanea, a associacdo da VC aos lipossomas sO permitiu maior retencao
na derme quando foram utilizados os lipossomas carregados negativamente. ApGs 6
horas, a aplicacéo desta formulacdo proporcionou alta retencéo cutanea da VC, com
acumulo de 37,19 + 12,02 pug/cm? e 73,95 + 23,23 pg/cm? na epiderme e derme,
respectivamente. Os lipossomas foram capazes de aumentar o fluxo de VC através
da pele. A presenca de colesterol e carga superficial negativa nos lipossomas
provocaram aumento do fluxo de VC de 4 e 7 vezes, respectivamente, em relacdo ao
farmaco livre (FL). A interacdo dos lipossomas com membranas biologicas vivas foi
simulada em linhagens de queratinécitos (HaCat) e fibroblastos (3T3) através da
andlise da internalizacdo celular dos lipossomas. Neste caso, durante o preparo dos
lipossomas foram adicionados marcadores de membrana lipidica fluorescentes
(rodamina e cumarina). ApoOs tratamento, os grupos que receberam formulacéo
lipossomal com carga superficial negativa apresentaram fluorescéncia superior aos
grupos tratados com as outras formulacdes e o controle, sugerindo maior interagéo
entre os lipossomas negativos e 0s queratinocitos e fibroblastos. Assim, a formulacéo
com carga negativa foi comparada com a VC livre na regeneracdo celular de
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queratinécitos apds exposicao a radiacdo UVA e na producéo de colageno tipo | em
fibroblastos. Nos dois casos, os efeitos benéficos s6 foram observados com a
encapsulacéo da VC nos lipossomas. Desta forma, o desenvolvimento tecnolégico de
uma formulacéo lipossomal contendo VC, permitiu a obtencdo de uma formulacao
com estabilidade de pelo menos 30 dias e com caracteristicas que favoreceram sua
retencdo e fluxo cutadneo. Além disso, a encapsulacao da VC em lipossomas negativos
proporcionou aumento da sua eficacia na regeneracao de queratinécitos e na sintese
de colageno em fibroblastos.

Palavras-chave: Acido ascorbico. Estrato corneo. Promotores de permeacao.
Penetracdo cutanea. 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
guantitative 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
ng/cm? and 73.95+ 23.23 pg/cm? 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 | 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 INTRODUCAO

Os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes sdo preparacdes de
uso externo utilizadas nas diversas partes do corpo humano (pele, sistema capilar,
unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade
oral), com o objetivo de limpar, perfumar, alterar sua aparéncia, corrigir odores
corporais, proteger ou manter em bom estado (BRASIL, 2005).

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), em 2015 o mercado mundial de produtos de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC) totalizou US$ 467 bilhdes em
vendas. O Brasil ocupa posicao de destaque, constituindo-se o terceiro maior mercado
consumidor de produtos de HPPC do mundo (US$ 43,5 bilhdes), estando atras
apenas dos EUA (US$ 76,3 bilhdes) e China (US$ 47,8 bilhdes). Assim, representando
9,4% da participacdo mundial, o Brasil esta a frente de importantes mercados como
Japéo (US$ 37,1 bilhdes), Alemanha (US$ 19,2 bilhdes) e Franca (US$ 16,8 bilhdes)
(ABIHPEC, 2015).

Entre os diversos produtos cosmeéticos disponiveis, 0os anti-aging recebem
bastante destaque. Estes produtos atuam de diferentes formas combatendo ou
retardando o envelhecimento cutaneo. Uma das moléculas mais usadas para este
propésito € o acido ascoérbico (FARRIS, 2005). Também conhecida como vitamina C
(VC), esta molécula é capaz de atuar contra o envelhecimento cutdneo combatendo
os radicais livres (COLVEN; PINNELL, 1996; PADAYATTY et al., 2003;
WINTERGERST; MAGGINI; HORNIG, 2006) e estimulando a sintese de colageno
(KISHIMOTO et al., 2013; NUSGENS et al., 2002).

Apesar dos varios efeitos benéficos oferecidos a pele, o desenvolvimento de
formulacdes contendo VC, que sejam eficientes na sua entrega e estabilizacdo, é um
desafio (STAMFORD, 2012). Durante o delineamento de novas formulacdes é
necessario entender as particularidades da permeacdo de moléculas como a VC na

pele e a influéncia do veiculo na promog¢éo da permeacao cutanea.
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1.1 PELE: ANATOMIA E FUNCOES

A pele é o 6rgdo mais externo do corpo e sua principal funcao € de proteger o
organismo contra a perda de agua e a entrada de agentes externos. E na pele que
estdo inseridos os pelos e as glandulas sebaceas e sudoriparas, denominados de
apéndices cutaneos. Além disto, € dividida em trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme (figura 1) (BOLZINGER et al., 2012).

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

Epiderme Estrato corneo

Células na epiderme

Gléndula sebacea
Derme Glandulas sudoriparas écrinas
Musculo eretor do pelo
Foliculo piloso

Colageno

Fibra nervosa

Vaso sanguineo profundo

Colageno

Hipoderme
Tecido adiposo

Fonte: Adaptado de Bhushan et al, 2012.

A hipoderme é a camada mais interna da pele, sendo composta principalmente
por adipocitos. As principais funcdes desta camada sdo protecdo mecanica e
isolamento térmico (BARONI et al., 2012).

Em contato com a hipoderme esta a derme. Esta camada é altamente
vascularizada, contém vasos linfaticos e alguns tipos celulares como os fibroblastos,
gue sao ceélulas capazes de sintetizar e renovar a matriz extracelular. Esta matriz é
composta por tecido conjuntivo, incluindo as fibras elasticas e de colageno (BARONI
et al., 2012; BHUSHAN, 2012). As fibras elasticas presentes na derme s&o
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constituidas por elastina e estdo dispostas perpendicularmente a superficie da pele,
intercaladas na juncao epiderme-derme, conferindo elasticidade ao tecido conjuntivo.
As fibras de colageno sdo mais grossas, resistentes e estéo dispostas paralelamente
a superficie cutanea, proporcionando resisténcia mecanica e sustentacdo a pele.
Estima-se que cerca de 70% da derme é composta por colageno (CEVC; VIERL,
2010).

O tipo de colageno predominante na matriz extracelular € o tipo | (85-90%) e o
tipo 11l (10-15%). Os colagenos sao sintetizados pelos fibroblastos da derme como a-
pro-colageno. Logo apoés, ocorre a hidroxilagdo dos grupos hidroxi-lisina seguida pela
formacao de uma triplice hélice. O colageno tipo | € composto por duas cadeias a-1 e
uma cadeia a-2, enquanto que o colageno tipo Il contém 3 cadeias a-1. Esta estrutura
de triplice hélice € excretada para o espaco extracelular, onde proteinases clivam o
dominio terminal e finalmente as moléculas de colageno se organizam para formar as
fibras de colageno (CHUNG et al., 1997; LUCEY; GOLDBERG, 2014).

A epiderme é subdividida em estrato basal, espinhoso, granuloso e corneo
(figura 2) (BHUSHAN, 2012; MENON, 2002). As células predominantes nesta camada
sdo 0s gueratindcitos, sendo estes capazes de sintetizar diferentes lipideos e
proteinas estruturais. Com excecao do estrato corneo, todas as demais camadas da
epiderme possuem células metabolicamente ativas (BARONI et al., 2012).

Figura 2. Esquema contendo corte histoldgico da pele demonstrando as camadas da
epiderme e a derme, além da organizagdo e composi¢éo principal do estrato corneo.
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Fonte: Adaptado de Bhushan et al, 2012.
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As células do estrato basal sdo as responsaveis pela continua renovacao da
epiderme. A diferenciacdo dos queratindcitos se inicia nesta camada e prossegue em
direcdo a camada mais externa da pele, o estrato corneo. No entanto, apenas 15%
das células da camada basal estdo envolvidas neste processo (BLANPAIN; FUCHS,
2006). As demais células se mantém em um estado de quiescéncia, tornando-se
ativas apenas quando a proliferacdo € requisitada, como por exemplo, quando
ocorrem lesbes ou em intervengdes médicas direcionadas ao rejuvenescimento da
pele (BARONI et al., 2012).

A etapa final da diferenciagdo dos queratinécitos esta relacionada com
mudancas extensas na sua estrutura, transformando-os em células achatadas e
anucleadas denominadas corneécitos (BHUSHAN, 2012; CEVC; VIERL, 2010). Estas
células sao constituidas principalmente por filamentos de queratina envolvidos por um
envelope cornificado composto por proteinas como a filagrina, loricrina e involucrina e
uma camada de lipideos ligados covalentemente a este envelope. Os cornedcitos
estéo ligados entre si através dos corneodemossomos (HAFTEK, 2015).

O estrato cérneo é composto pelos cornedcitos dispostos em varias camadas
(18-20 camadas) e embebidos em uma matriz lipidica (figura 2) (MENON; CLEARY;
LANE, 2012). O espaco intercelular é formado por camadas lipidicas lamelares e é
constituido principalmente por colesterol, ceramidas e acidos graxos, sendo composto
apenas por 15 a 30% de agua (CASPERS et al., 2000).

A composicdo dos corneocitos e sua disposicdo em camadas na matriz
extracelular, assim como a propria constituicdo e organiza¢do da matriz extracelular,
faz com que o estrato cérneo seja a principal barreira contra a entrada de substancias
através da pele, incluindo os farmacos (BARONI et al., 2012; DANCIK; BIGLIARDI;
BIGLIARDI-QI, 2015; TROMMER; NEUBERT, 2006).

1.2 APLICACAO CUTANEA E A ENTRADA DE MOLECULAS NA PELE

Além dos aspectos metabdlicos e fisiologicos, a pele possui um papel
importante na administragdo tépica e transdérmica de medicamentos e cosméticos
(BOLZINGER et al., 2012; TROMMER; NEUBERT, 2006).

Embora tanto as formulacdes topicas quanto as transdérmicas sejam aplicadas
na pele, a regido de acado é diferente entre elas. Na aplicacdo tOpica espera-se acao

local na propria pele, com manutencdo da substancia de interesse na superficie
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cutanea (exemplo, repelentes e protetores solares) ou com a entrada da substancia
nas demais camadas da pele, incluindo as regides mais profundas. A chegada da
substancia até a derme pode possibilitar certa absorcdo sistémica, no entanto,
geralmente ocorre em concentragbes que nao causam eventos adversos. Ja as
formulagbes transdérmicas ndo tém a pele como 6rgdo alvo, utilizando a via
percutanea apenas como via de entrada, com subsequente distribuicdo sistémica
(TROMMER; NEUBERT, 2006).

O transporte de substancias através da pele pode acontecer a partir de trés
vias: transcelular, intercelular e via apéndices cutaneos (figura 3) (JEPPS et al., 2013).
As duas primeiras vias estdo relacionadas a entrada das substancias através do
estrato corneo. Na via transcelular, o farmaco atravessa 0s cornedcitos e a matriz
lipidica, particionando-se entre eles. A via intercelular consiste na entrada de
moléculas via matriz lipidica, contornando os cornedcitos. Supde-se que a influéncia
da via apéndices cutaneos ndo € muito significativa, visto a pequena area corporal
gue ocupam (0,1%). No entanto, esta via tem sido relacionada ao transporte de ions
e moléculas grandes (BOLZINGER et al., 2012; PROW et al., 2011; TROMMER,;
NEUBERT, 2006).

Figura 3. Vias de transporte do farmaco através da pele: via transcelular (através dos
cornedcitos e da matriz lipidica) (a), via intercelular (entre os cornedcitos, pela matriz lipidica)
(b) e via apéndices (por exemplo, foliculos pilosos) (c).

Vias de penetragéao Foco nas vias de penetracio
intercelular  folicular SR 5

intracelular

Fonte: Adaptado de Bolzinger et al, 2012.
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A via de entrada de uma molécula depende das suas caracteristicas como sua
lipofilicidade. De modo geral, moléculas lipofilicas preferem a via intercelular e
moléculas hidrofilicas a via transcelular. No entanto, acredita-se que mesmo as
moléculas hidrofilicas possam entrar na pele via intercelular, através dos espacgos
aguosos formados entre as lamelas lipidicas. De fato, a entrada de moléculas na pele
pode ocorrer pela combinacgao das trés vias (BOLZINGER et al., 2012; CEVC; VIERL,
2010; EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008).

A passagem de substancias pela pele € um processo que pode ser dividido em
trés etapas: a) penetracdo, que € a entrada de uma substancia em uma camada
especifica, como exemplo a entrada no estrato cérneo; b) permeacgéo, que consiste
na penetracdo de uma camada para outra e c) absor¢cdo, quando ha 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 cérneo pode

ser descrito simplificadamente pela 12 Lei de Fick (Equacéo I) (HIGUCHI, 1960).

Dy C c «
J == = Equacéo |
L Csy

Onde:

Dm = coeficiente de difusédo do farmaco na membrana;
Csm = solubilidade do farmaco na membrana;

Csy = solubilidade do farmaco no veiculo;

Cyv = concentracao do farmaco no veiculo;

L = espessura da membrana.

O aumento do fluxo de substancias através da pele pode ocorrer utilizando-se
trés estratégias, sendo elas: 1) aumentando a razao Cv/Cs,v, através da saturacao do
substancia no veiculo, 2) aumentando o Dm, pela associacdo da molécula a veiculos
capazes de desorganizar o estrato cérneo e 3) aumentando a Cs,m, utilizando
veiculos capazes de aumentar a solubilidade da substancia no estrato corneo (CEVC;
VIERL, 2010; MOSER et al., 2001; RAIl et al., 2010). A utilizacdo destas estratégias
pode ajudar no desenvolvimento de formula¢gées com desempenho cutaneo superior
(MORGANTI et al., 2001).
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1.3 ESTUDOS DE PERMEACAO CUTANEA

Os estudos de permeacdo cutanea podem ser realizados em modelos
experimentais in vivo e in vitro. Os métodos in vivo fornecem informacdes
farmacocinéticas, enquanto que os metodos in vitro tém sido utilizados para avaliar a
penetracdo e permeacao de farmacos na pele (OECD, 2004;2011).

Nos testes de permeagdo in vitro sao utilizados sistemas de difusdo e
membranas biolégicas como a pele humana ou de animais como porco, rato e cobra.
A pele humana, obtida de cirurgia plastica, ndo é utilizada com frequéncia pois
apresenta alta variabilidade (por exemplo, pigmentacao, regido do corpo e presenca
de imperfeicbes como estrias) e pouca disponibilidade. A pele de porco € o modelo
mais empregado devido sua semelhanca com a pele humana, como densidade de
foliculos pilosos, espessura do estrato cérneo e composicdo lipidica (GODIN;
TOUITOU, 2007).

Células de difusao do tipo Franz (figura 4) sao frequentemente utilizadas nos
estudos de permeacdo cutanea. Estes dispositivos sdo constituidos por um
compartimento doador, onde as formula¢cdes contendo o farmaco sao inseridas, e
outro compartimento denominado receptor, que contém uma solucdo na qual a
substancia € extensivamente soltvel. A formulacéo é colocada em contato direto com
a pele, sob uma area difusional delimitada, de modo que possa ocorrer a difuséo das
moléculas do compartimento doador em direcdo ao compartimento receptor.

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

Figura 4. Célula de fluxo estatico tipo Franz utilizadas para estudos de permeacao cutanea e
liberacao.

Compartimento Disco de
doador Acrilico
Membrana
Compartimento ( | Brag¢opara
receptor — . pa— amostragem
Camisa dupla $ g _a :
= 7 e s
Bara | g Bracopara
magnética e - reposic 30
hélice — daSR

Fonte: Adaptado do manual Microette, Hanson Research.

23



Entre os vérios dados que podem ser obtidos nos estudos de permeacédo
cutanea (analises microscopicas, histologicas, perda de agua transepidermal, etc),
destaca-se a possibilidade de quantificar o farmaco retido nas diferentes camadas da
pele. A separacdo em camadas pode ser realizada por diferentes técnicas,
destacando-se a retirada do estrato corneo pela técnica de tape stripping e a
separacéo entre epiderme e derme, atraves de calor. Além da quantidade de farmaco
retido na pele, também € possivel 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 permeacéo € possivel avaliar a influéncia
dos promotores de permeacdo cutanea na entrada de substancias na pele (LANE,
2013; MOSER et al.,, 2001). Exemplos de promotores de permeacdo bastante
utilizados sdo 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 séo vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas que encapsulam um nucleo aquoso. Sao biocompativeis e
biodegradaveis e podem ser constituidos por lipideos sintéticos ou naturais
(AKBARZADEH et al., 2013). Este nanocarreador pode ser classificado quanto ao
namero de bicamadas lipidicas em vesiculas multilamelares (MLV) ou unilamelares
(ULV); ou classificados quanto ao seu tamanho em vesiculas unilamelares grandes
(LUV) (200-800 nm) ou vesiculas unilamelares pequenas (SUV) (proximo a 100 nm)
(TORCHILIN, 2010). A figura 5 contém desenho esquematico da estrutura e
classificacéo dos lipossomas.
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Figura 5. Constituicdo, estrutura e classificagdo dos lipossomas e representagdo das
possiveis formas de organizacdo de substancias encapsuladas com base em sua polaridade.
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Fonte: Adaptado de Gaeti et al, 2015.

Os lipossomas sdo compostos essencialmente por fosfolopideos, que sao
moléculas com caracteristica anfifilica, com uma cabeca polar e uma cauda apolar
contendo duas cadeias de acidos graxos. Em presenca de solucbes aquosas se
organizam espontaneamente em bicamadas, semelhante as membranas biologicas,
com a parte hidrofébica voltada para o interior da membrana e a cabeca hidrofilica
orientada para o exterior aquoso (PURI et al., 2009; SHARMA; SHARMA, 1997).

Devido a sua composicao, os lipossomas possuem a habilidade de encapsular
tanto moléculas hidrofilicas quanto lipofilicas, permitindo que uma grande variedade
de substancais sejam encapsuladas nestas vesiculas. Moléculas lipofilicas ficam
inseridas na membrana lipidica e as hidrofilicas ficam encapsuladas no compartimento
aguoso (MUFAMADI et al., 2011).

Existem varios métodos de preparo de lipossomas, dentre eles: hidratacdo do
filme lipidico, extrusdo, sonicacéo, injecdo de etanol e evaporacdo de fase reversa
(AKBARZADEH et al., 2013). As técnicas de preparo mais tradicionais geralmente

resultam em baixa eficiéncia de encapsulacdo de substancias hidrofilicas. Para tanto,
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Kirby & Gregoriadis (1984) propuseram uma técnica denominada de dehydration-
rehydration vesicles (DRV), capaz de aumentar a eficiéncia de encapsulacdo de
farmacos hidrofilicos. Nesta técnica, lipossomas vazios sao produzidos e liofilizados
juntos com o farmaco. No processo de reidratacao, realizado em etapas, o farmaco &

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

Figura 6. Esquema representativo da obtencdo de lipossomas pela técnica de dehydration-
rehydration vesicles (DRV). A solug¢é@o contendo a substéancia hidrofilica (a) é adicionada aos
lipossomas vazios, previamente produzidos, contendo crioprotetor (b). A mistura € congelada
e liofilizada para obtencdo do pé liofilizado (d) que sera reidratado em etapas (e) para a
encapsulacéo da substancia hidrofilica.

(@)

o O
o, | —> —
O Mistura Reidratacdo
OO controlada
(b)

Fonte: préprio autor.

1.4.1 Lipossomas e promoc¢ao de permeagao

A utilizac&o de lipossomas na encapsulacdo de moléculas para aplicacao topica
tem sido reportada desde 1980 (MEZEI;, GULASEKHARAM, 1980). Varios fatores
podem influenciar na permeacdo de moléculas através da pele, entre eles as
propriedades fisico-quimicas da molécula como peso molecular e lipofilicidade e
caracteristicas dos lipossomas como lamelaridade, carga superficial, tamanho,
concentracéo e tipo de lipideo (RAI et al., 2010; SINICO et al., 2005; WEINER et al.,
1989). A presenca de colesterol ou de carga superficial positiva ou negativa na
composicdo dos lipossomas, por exemplo, tem sido relacionada ao aumento da
permeacdo e do fluxo cutaneo (CODERCH et al., 2000; MANOSROI;
KONGKANERAMIT; MANOSROI, 2004; SINICO et al., 2005; TIWARI et al., 2011).

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

envolve diferentes mecanismos de acdo. Primeiramente, acredita-se que a aplicacéo
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destas vesiculas topicamente favoreca a formacgéo de um filme lipidico oclusivo capaz
de aumentar a retencdo de 4gua no estrato corneo (DESAI et al., 2010). Em condi¢des
normais, o estrato coérneo possui cerca de 15 um de espessura, ja quando hidratado
pode chegar a 40 um (WARNER; STONE; BOISSY, 2003). O aumento da quantidade
de &gua na cabeca polar dos lipideos intercelulares pode provocar a ocorréncia de
‘pools’ que favorecem a permeacao de substancias, principalmente das substancias
hidrofilicas. Ainda, o aumento da agua intercelular pode promover desagregacéo dos
lipideos intercelulares e provocar certa ruptura na camada cornea (TROMMER,;
NEUBERT, 2006).

O outro mecanismo em que os lipossomas atuam na promogéo de permeacao
de moléculas envolve mudancas da estrutura do estrato corneo. Apos a aplicacao na
pele, os lipossomas se desintegram ou se fundem a sua superficie, de modo que, 0s
lipideos dos lipossomas se misturam com os lipideos intercelulares do estrato cérneo,
provocando desorganizacdo nesta camada. A adicdo de lipideos pode mudar a
temperatura de transicdo de fase, e consequentemente, alterar a fluidez das
bicamadas do estrato cérneo, facilitando a entrada de moléculas (DESAI et al., 2010;
EL MAGHRABY et al., 2008). Os lipossomas séo capazes de interagir tanto com 0s
lipideos mais superficiais quanto com os lipideos mais profundos da pele, dependendo
da composi¢éo da vesicula, influenciando na permeacao das moléculas (BOUWSTRA
et al., 2003; HONEYWELL-NGUYEN; BOUWSTRA, 2005).

1.5 VITAMINA C

A vitamina C (VC), ou acido ascoérbico, € uma vitamina hidrossollvel
amplamente presente nas frutas e vegetais. A forma biologicamente ativa € o isbmero
L-acido ascérbico. A VC é oxidada através de uma reacdo reversivel para acido
dehidroascérbico (ADH), que também possui atividade bioldgica. No entanto, o ADH
pode se converter irreversivelmente em uma molécula sem atividade bioldgica, o acido
dicetogulénico (figura 7) (LINSTER; VAN SCHAFTINGEN, 2007). A VC sofre oxidacao
guando exposta ao estresse oxidativo, luz, pH alto, aumento de temperatura e na
presenca de determinadas enzimas e ions metalicos NOVAKOVA; SOLICH;
SOLICHOVA, 2008).
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Figura 7. Esquema representativo da oxidacao da vitamina C (a) em acido dehidroascoérbico
(b) e acido dicetogulbnico (c).

Estudos demonstram a eficacia da VC no combate e tratamento do
envelhecimento cutaneo (HUMBERT et al.,, 2003a; NUSGENS et al., 2002;
TRAIKOVICH, 1999). As espécies reativas de oxigénio (EROs) estao relacionados
com o fotoenvelhecimento e sdo formados tanto por processos enddégenos (exemplo,
processos isquémicos), quanto por agentes externos como a radiagdo ultravioleta
(UV) e poluentes. Estes compostos sdo capazes de provocar graves danos no DNA,
membrana lipidica e proteinas como o colageno. 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 esta relacionada com a sintese de colageno.
Primeiramente, a VC atua como cofator das enzimas prolil e lisil oxidase, ambas
necessarias em processos pos-translacionais do colageno tipo | e tipo Ill. Além disso,
€ capaz de aumentar os niveis de acido ribonucleico mensageiro (MRNA) do colageno
tipo | e Ill, aumentando a quantidade de colageno produzido. Ainda, promove o
aumento da sintese de inibidores de metaloproteinases, enzimas responsaveis pela
degradacéo da matriz extracelular, diminuindo a degradacéo do colageno ja existente
(FARRIS, 2005).

Em estudo clinico, a aplicacdo da VC (5%) em comparacdo ao controle
proporcionou melhora nas caracteristicas gerais da pele, com diminuicdo das rugas
finas, irregularidades tateis e flacidez (TRAIKOVICH, 1999). No estudo desenvolvido
por Humbert e colaboradores (2003), a VC (5%) aplicada topicamente durante seis
meses também proporcionou efeitos benéficos a regido tratada, com melhora
significativa da profundidade dos sulcos da pele. Além disso, a VC ainda demonstrou

possuir atividade anti-inflamatéria (CARCAMO et al.,, 2002), com diminuicdo do
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eritema poés-tratamento com laser de di6xido de carbono (ALSTER; WEST, 1998) e
acao despigmentante (PANICH et al., 2011).

No entanto, os seres humanos séo incapazes de sintetizar a VC devido a falta
da enzima gulonolactona oxidase, enzima primordial na sua biossintese (NISHIKIMI
et al., 1994). A suplementacao da VC pode ocorrer via alimentar por meio da ingestéao
de alimentos ricos nesta vitamina, como as frutas citricas. Quando insuficiente pela
alimentacdo, pode ser ingerida na forma de preparacdes farmacéuticas como os
comprimidos e solucbes orais. No entanto, mesmo com a suplementacao via oral,
quantidades adequadas de VC na pele s6 podem ser alcangadas com a sua aplicacéo
tépica (FARRIS, 2005; MANELA-AZULAY; BAGATIN, 2009).

O desenvolvimento de formulacdes topicas de VC requer cuidados especiais
devido a sua pouca estabilidade sob diferentes condicbes e sua caracteristica
hidrofilica em contraste a hidrofocidade do estrato cérneo (STAMFORD, 2012).

Diante do que ja foi exposto, fica claro que a encapsulacdo da VC em
lipossomas pode melhorar a sua permeacao cutanea. A quantidade de VC presente
na formulacdo pode influenciar diretamente na sua retencdo cutanea. Maiores
qguantidades de VC na formulacao estao relacionadas com melhor retencéo na pele,
com 6timos resultados nas concentracdes de 5 a 20% (PINNELL et al., 2001).

Lipossomas contendo VC (0,15%) para aplicacdo topica 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 ndo realizaram a quantificacéo da VC retida
na pele. Estudos adicionais sao necessarios para avaliar o perfil de entrada e acumulo
de VC na pele ap0s a aplicacéo topica de lipossomas contendo VC, preferencialmente
em pele de orelha de porco, que tem permeabilidade mais semelhante a pele humana
que a pele de rato (TOUITOU et al., 1996).

Frente aos varios beneficios biolégicos associados a VC e a auséncia de
estudos detalhados da encapsulacédo da VC em lipossomas para aplicacao topica, €
interessante o desenvolvimento de uma formulacéo lipossomal de alto desempenho,
com avaliacdo da influéncia dos componentes da formulacdo na interacdo com

membranas biologicas e na promog¢éo da permeacao cutanea e eficicia da VC.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar lipossomas contendo
vitamina C para uso topico e avaliar o seu desempenho in vitro por meio de estudos
de permeacdo cutanea, bem como na sintese de colageno por fibroblastos e

capacidade de regeneracao celular de queratindcitos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a estabilidade analitica da vitamina C frente a temperatura, composicao

e pH do diluente.

» Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo da vitamina C
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de

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

» Avaliar a capacidade do método analitico proposto em quantificar a vitamina C

em diferentes formas farmacéuticas.

» Desenvolver lipossomas contendo vitamina C.

» Caracterizar os lipossomas desenvolvidos quanto ao tamanho medio, indice de
polidispersdo, carga superficial, eficiéncia de encapsulacdo e contagem do

namero de particulas.

* Realizar analise morfoldgica de lipossomas contendo VC apés a etapa de

reidratacéo por meio de microscopia eletronica de transmissao.

* Acompanhar a estabilidade da dispersao lipossomal contendo VC durante 30
dias.
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Avaliar o desempenho dos lipossomas desenvolvidos em testes de permeacao

cutanea in vitro.

Verificar a influéncia da composicéo lipidica dos lipossomas na internalizacao

celular em fibroblastos e queratindcitos.

Avaliar in vitro a capacidade da VC em solucéo e lipossomal em estimular a

sintese de colageno tipo I.

Avaliar in vitro a influéncia da VC em solucéo e lipossomal na regeneracao de

gueratinécitos.
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3 PUBLICACOES

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho foram
organizados para a construgdo de dois artigos. No primeiro artigo, foi desenvolvido e
validado um método analitico para quantificar a VC. Em virtude da instabilidade fisico-
guimica desta molécula, também foram estabelecidas condi¢cdes para assegurar sua
estabilidade analitica e devida quantificacdo. O método desenvolvido foi utilizado para
quantificar a VC em diferentes preparagcdes farmacéuticas, incluindo trés
medicamentos e um produto dermatoldgico. A VC esta presente nestas preparacdes
devido as suas varias funcdes biolégicas. No produto dermatologico destaca-se seus
efeitos benéficos as células da pele, como na sintese de colageno e acao antioxidante.
No entanto, a entrada desta molécula na pele é dificultada devido a sua caracteristica
hidrofilica, uma vez que o estrato cérneo, a principal barreira cutéanea, € hidrofébico.
Assim, no segundo artigo, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia da
composicao lipidica de lipossomas na encapsulacao da VC. Ainda, foram realizados
estudos in vitro para avaliar o desempenho cutadneo da VC, bem como a promocéao de

efeitos benéficos as células da pele.

Artigo 1 — Quantificagdo da vitamina C em produtos farmacéutic 0s e
cosmeéticos: estabilidade analitica, desenvolvimento e validacdo de um método

analitico por pareamento idnico 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

32



3.1 Artigo 1

Quantificacdo da vitamina C em produtos farmacéutic ose
cosméticos: estabilidade analitica, desenvolvimento e validacao de
um meétodo para determinacéo quantitativa em HPLC-DA D por

pareamento ibnico em fase reversa

Resumo

O principal desafio na quantificacdo da vitamina C (VC) por HPLC é desenvolver um
método que seja simples, seletivo e confiavel, com parametros cromatograficos
adequados. Neste trabalho, a utilizagdo do hidrogenossulfato de tetrabutilamdnio
como pareador i6nico na fase maével permitiu a eluicdo adequada da VC em HPLC-
DAD em fase reversa. Para a escolha do diluente avaliou-se a interferéncia de varios
fatores na estabilidade analitica da VC como o pH (3,0 e 6,8), adicdo de solvente
organico (metanol) e agentes antioxidantes (biossulfato de sodio, tiossulfato de sodio
e EDTA) e a influéncia da temperatura (4, 25 e 40°C). O diluente que possibilitou as
melhores condi¢des de estabilizacdo da VC foi a mistura de 4gua e metanol (4:1 v/v)
com adicdo de 0,02% de tiossulfato de sédio com ajuste de pH para 3,0 com acido
fosférico. O método apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 5 a 100
pg/mL. Os valores de preciséo intracorrida e interdia, representados pelo DPR% foram
menores que 2%. A exatiddo/recuperacao ficou entre 98 e 104%. O método foi
utilizado na quantificacdo da VC em comprimidos de liberacao retardada, comprimidos
efervescentes, solucdo oral e em um creme cosmético. Os valores de teor ficaram
dentro do especificado, entre 90-110%. Mesmo com a complexa composicao das
formas farmacéuticas avaliadas, o método foi capaz de quantificar a VC sem
interferéncia dos excipientes, mostrando-se seletivo. Assim, o novo método
desenvolvido apresenta potencial para ser utilizado em laboratérios analiticos para a
quantificacdo da VC, uma vez que foi linear, preciso, exato e seletivo, com
estabilizacdo da VC por pelo menos 5 dias a 25°C, garantindo sua estabilidade
analitica e favorecendo as condi¢des de trabalho.

Palavras chave: Acido ascorbico. Estabilidade. Pareador idnico. Validag&o.
Preparacdes farmacéuticas/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 formula¢des cosméticas devido a sua
capacidade de aumentar a sintese de colageno e sua propriedade antioxidante. Neste
estudo, a VC foi encapsulada em lipossomas com composi¢des lipidicas diferentes e
produzidos pela técnica de dehydration-rehydration vesicles (DRV). Foi avaliada a
influéncia da quantidade de lipideo, presenca de colesterol e de carga elétrica
superficial na eficiencia de encapsulacdo, permeacdo cutanea e interacdo com
queratindcitos e fibroblastos in vitro. As formulacdes foram caracterizadas quanto ao
tamanho médio, indice de polidispersado, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacéo e
namero de particulas formadas. Foram realizados testes de estabilidade e avaliacdo
in vitro de eficacia com a formulac&o com caracteristicas mais adequadas a aplicacdo
tdpica. Em todos os casos, os lipossomas produzidos apresentaram tamanho médio
inferior a 200 nm e baixos valores de indice de polidisperséo (< 0,18). A eficiéncia de
encapsulacdo da VC apresentou uma relagéo direta com o nimero de lipossomas
formados. Durante os estudos de permeacado cutanea, a presenca de carga negativa
nos lipossomas favoreceu a retencéo da VC na pele, com acumulo de 37,19 + 12,02
ug/cm? e 73,95 + 23,23 pg/cm? na epiderme e derme, respectivamente, apés 6 horas.
O fluxo, isto €, a quantidade de VC que atravessou a pele, foi influenciado pela
composicao da formulacdo. Tanto a presenca de colesterol quanto a carga negativa
superficial nos lipossomas foram capazes de aumentar a quantidade de VC que
atravessou a pele. A formulacdo lipossomal com carga negativa apresentou
estabilidade superior a 30 dias e promoveu aumento no fluxo de 7 vezes em
comparacao a VC livre. Ainda, os lipossomas carregados negativamente foram
capazes de interagir melhor com a membrana celular dos queratinécitos e fibroblastos.
Estudos in vitro de eficacia demonstraram que a associac¢do da VC ao lipossoma com
carga negativa proporcionou aumento da eficacia da VC na sintese de colageno tipo
| em fibroblastos e na regeneracdo dos danos causados pela radiacdo UVA em
queratindcitos. Sendo assim, foram produzidos lipossomas promotores de permeacéo
cutanea da VC, capazes de aumentar a retencao e fluxo desta molécula na pele. Estes
lipossomas também promoveram aumento da eficacia da VC, podendo potencializar
sua acéo no tratamento do envelhecimento cutaneo.

Palavras-chave: Acido ascérbico. Composicdo lipidica. Estudos de permeacéo
cutanea. Internalizacéo celular. Colageno tipo I. Atividade antioxidante.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

» Foram estabelecidas condi¢des analiticas adequadas para a estabilizacédo da
vitamina C. A adi¢cdo de solvente organico, pH acido, e a presenca de tiossulfato
de sodio 0,02% (p/v) proporcionaram boa estabilidade a VC a 4°C e 25°C, por

tempo adequado para aplicagdo na rotina analitica.

* Foidesenvolvido e validado um método analitico para quantificagéo da vitamina
C por HPLC, com aplicacdo na quantificacdo deste analito em amostras
comerciais de comprimidos de desintegracdo lenta, comprimidos

efervescentes, solucéo oral (gotas) e em uma formulacédo cosmética.

* Foram produzidas cinco formulac¢des lipossomais com composicao lipidica

diferente, com tamanho e indice de polidisperséo satisfatorios.

» Foi possivel tracar uma relacéo direta entre o nimero de particulas formadas e

a eficiéncia de encapsulacao da vitamina C.

e A formulagcdo contendo PC, Col e DSPG em dispersdo aguosa apresentou
estabilidade por, no minimo 30 dias, tanto em geladeira quanto a 25°C, com
manutencao da quantidade de vitamina C superior a 90% e sem alteragao no
tamanho e Pdl dos lipossomas. As imagens obtidas por TEM desta formulacao

mostraram lipossomas com tamanho médio semelhante ao obtido por DLS.

» Entre os lipossomas desenvolvidos, o lipossoma com carga superficial negativa
apresentou maior retencéao e fluxo de VC através da pele de orelha de porco.
A encapsulagéo nos lipossomas negativos proporcionou retencao cutanea de
VC superior a 97 pg/cm? e fluxo de VC através de pele de 2,19 + 0,07 pg/cm?/h.

* Os lipossomas com carga superficial negativa apresentaram maior interacao
com a membrana celular de linhagens de queratinécitos e fibroblastos em

cultura celular, com maior internalizacao destes lipossomas.
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A associacdo da VC aos lipossomas foi capaz de aumentar a sintese de
colageno tipo | intra e extracelular em comparacéo ao grupo tratado com a VC

nao formulada.

Os lipossomas aumentaram também a capacidade da VC de recuperar 0s

danos causados pela radiagdo UVA em queratindcitos.

A analise conjunta de todos os dados gerados in vitro podem ajudar a predizer
o comportamento da formulacéo lipossomal in vivo, reduzindo possivelmente a

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

Desta forma, considerando-se os danos causados pelo envelhecimento
cutaneo ocorridos em funcédo da oxidacdo e perda de colageno na pele, a
vitamina C associada aos lipossomas com carga negativa apresentam-se como

uma alternativa vidvel de formulagdo cosmética de alto desempenho.
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