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STABILIZATION OF LIPOIC ACID BY ENCAPSULATION IN POLYMERIC NANOCAPSULES DESIGNED FOR CUTANEOUS
ADMINISTRATION. This work reports the development of polymeric nanocapsules containing lipoic acid prepared by interfacial

deposition of poli(e-caprolactona). The suspensions showed acid pH and encapsulation efficiencies from 77 to 90%. Zeta potential
values were from -7.42 to -5.43 mV and particle sizes were lower than 340 nm with polidispersion lower than 0.3. The stability

of nanocapsules within 28 days was evaluated in terms of pH, lipoic acid content, diameter, size distribution, zeta potential

and measurements of relative light backscattering. The stability of formulations containing free lipoic acid was also evaluated.

Nanoencapsulation drastically improved the physico-chemical stability of lipoic acid.

Keywords: nanocapsules; lipoic acid; stabilization.

INTRODUCAO

O 4cido lipoico (dcido 1,2-ditiolano-3-pentanoico), também
conhecido como 4cido tioico, ¢ um antioxidante que apresenta a
propriedade de reprimir radicais livres tanto em meio lipidico quanto
aquoso, o que o diferencia dos demais antioxidantes. O 4cido lipoico e
sua forma reduzida, o 4cido di-hidrolipoico, tém sido referidos como
“antioxidantes universais” que atuam tanto na membrana quanto na
fase aquosa da célula,'? protegendo a membrana por interagir com a
vitamina C e a glutationa, as quais podem reciclar a vitamina E."* As
propriedades do 4cido lipoico também incluem a capacidade de quelar
metais e reter espécies reativas ao oxigénio, regenerar antioxidantes
enddgenos, além da participagéo no reparo de sistemas. '

Um grande nimero de trabalhos e estudos clinicos aponta para
a utilidade do 4cido lipoico como agente terapéutico para diversos
distdrbios, como isquemia cerebral e do miocardio, intoxicacio por
metais pesados, diabetes, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e
distirbios neurodegenerativos, como mal de Alzheimer e deméncias
relacionadas.!** Esta substincia ainda tem sido sugerida para o tra-
tamento de cirrose hepatica, arterioesclerose e doenga de Chagas.’

Recentemente, o dcido lipoico também tem sido proposto como
antioxidante para uso dermatolégico e cosmético na prevencdo do
envelhecimento precoce da pele.*®* Suas propriedades dermatolégi-
cas também incluem o aumento da produgédo de esfingolipideos,’ o
aumento da sintese de coldgeno incrementando sua deposi¢do na
derme,'? o tratamento de rosdcea'' e da acne.'> Também foi demons-
trado que o dcido lipoico e outros antioxidantes previnem a inflamagao
da pele e a fotocarcinogénese causada pela radiagdo ultra-violeta."

A aplicabilidade terapéutica do dcido lipoico €, portanto, promis-
sora. No entanto, o 4cido lipoico € uma substancia l4bil e a falta de
estabilidade quimica dificulta a formulag¢@o de uma forma farmacéuti-
ca adequada para administragao tanto oral quanto tépica.'*'® O dcido
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lipoico estd sujeito a fendmenos de instabilizacdo por degradacdo
térmica,' fotoquimica, degradagdo em meio dcido e por oxidac@o."
Alguns autores tém estudado e desenvolvido alternativas para so-
lucionar os problemas de instabilidade do 4cido lipoico.'*!¢"* Helmut
e Bauer'® descrevem um processo de preparagéo de um complexo
de 4cido lipoico com ciclodextrina. O complexo apresenta maior
estabilidade a temperatura e a luz, melhorando a dispersibilidade do
acido lipoico em dgua, aumentando a biodisponibilidade e reduzindo
o seu odor desagraddvel. Souto e colaboradores'® desenvolveram na-
noparticulas lipidicas sélidas para a liberacio tépica de 4cido lipoico.
No entanto, as dispersdes aquosas das nanoparticulas apresentaram
ampla distribui¢do de tamanho e aumento de tamanho das particulas
apds duas semanas de armazenamento a temperatura ambiente.
Uma possivel alternativa até entiio nao explorada para a estabili-
zacdo do acido lipoico € o emprego de nanocapsulas poliméricas, as
quais consistem em sistemas vesiculares nanoestruturados carreadores
de substancias que apresentam didmetros entre 200 e 300 nm e baixa
polidispersdo, e que se destacam devido as suas potencialidades no
controle da liberagdo de substancias e a capacidade de estabilizarem far-
macos ldbeis tanto no armazenamento quanto nos fluidos biolégicos. !
O uso de nanocdpsulas € relatado para prote¢do de diferentes
sistemas para aplicagdes farmacéuticas ou cosméticas, especialmente
para substancias que degradam em temperaturas acima de 40 °C ou
sdo sensiveis a oxidagdo em presenga de dgua, por varia¢ao de pH ou
por efeito de luz ultravioleta.”*?? Um estudo recentemente realizado
por nosso grupo de pesquisa demonstrou o aumento da estabilidade
frente a fotodegradagdo do metoxicinamato de octila e da quercetina
promovido pela conanoencapsulagido destas substincias.”* A mem-
brana polimérica presente nas nanocdpsulas possui efeito protetor de
substancias contra danos causados por agentes externos, prevenindo
a sua degradacdo.”%
Considerando a potencialidade do emprego da nanoencapsulagido
para aumentar a estabilidade do 4cido lipoico frente a oxidagdo, o
objetivo deste trabalho foi, primeiramente, desenvolver nanocapsulas
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poliméricas contendo acido lipoico em diferentes concentragdes.
Adicionalmente, foi avaliada a estabilidade fisico-quimica das nano-
cépsulas poliméricas, comparando-as com formulacdes preparadas e
armazenadas sob as mesmas condi¢des, contendo 4cido lipoico livre.
Até o momento, nao hd relatos referentes tanto a veiculagdo de dcido
lipoico em nanocdpsulas poliméricas, quanto qualquer estudo sobre
a estabilizagdo fisico-quimica do acido lipoico empregando-se essa
estratégia de nanoencapsulacéo.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Todos os materiais utilizados na preparagdo das suspensodes de
nanocdpsulas foram utilizados como recebidos. Acetona (Nuclear)
e acetonitrila (Merck) apresentaram grau analitico e cromatogréfico,
respectivamente, e os demais materiais utilizados foram de grau
farmacéutico. Para preparacdo das formulacdes empregaram-se
mistura de triglicerideos do dcido cdprico e caprilico (Brasquim),
poli(e-caprolactona) (Mn = 42.500 e Mw = 65.000) e monoesterato
de sorbitano (Sigma Aldrich), polissorbato 80 (Synth), Carbopol 940®
(Henrifarma) e 4cido lipoico (Pharma Nostra), acetona (Nuclear),
diazolidinilureia (Sarfam) e butil-hidroxitolueno (Via Farma).

Preparacio das nanocapsulas

Foram preparadas formulacdes de nanocdpsulas pela técnica de
deposicao interfacial de polimeros pré-formados.”® As formulagdes
denominadas de A, B e C continham dcido lipoico nas concentracdes
de 1,0, 2,5 e 5,0 mg/mL, respectivamente. O farmaco foi dissolvido
na fase organica composta por triglicerideos do dcido caprico e
caprilico (0,33 mL), monoestearato de sorbitano (76,6 mg), poli(e-
caprolactona) (100 mg), acetona (26,7 mL) e butil-hidroxitolueno
(0,01 g). A fase organica foi vertida sobre uma fase aquosa contendo
polissorbato 80 (76,6 mg), diazolidinilureia (0,01 g) e dgua Milli-
Q® (53,3 mL), através de funil e mantida sob agitacdo magnética
durante 10 min. As formulac¢des foram preparadas ao abrigo da
luz e evaporadas em rotavapor Biichi R-114 sob a temperatura de
aproximadamente 35 °C até o volume final de 10 mL. Todas as for-
mulagdes foram preparadas em triplicata. Foi também preparada uma
formulagdo contendo todos os componentes da formulacio, exceto o
acido lipoico, denominada formulagdo N.

Como controles, também foram preparadas as formulagdes A’,
B’ e C’, contendo 4cido lipoico livre nas concentragdes de 1,0, 2,5 e
5,0 mg/mL e butil-hidroxitolueno (0,01 g), dissolvidos em acetona
(26,7 mL). Esta solugao foi vertida sobre dgua Milli-Q® (53,3 mL)
e mantida sob agitagdo magnética durante 10 min. As preparagdes
foram manipuladas e evaporadas sob as mesmas condi¢des experi-
mentais as quais as nanocdpsulas foram submetidas.

A partir das formulagdes A, B, C e N, foram produzidas formu-
lacdes semi-sdlidas pelo espessamento das suspensdes aquosas com
Carbopol 940° (0,35% p/V) e neutralizagdo com trietanolamina (pH
7), denominadas FA, FB, FC e FN, respectivamente.

Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes

A caracterizagdo fisico-quimica das formulagdes foi realizada
imediatamente apés a preparacdo. As formulacdes A, B e C (trés lotes
de cada) foram avaliadas com relacdo aos aspectos macroscopicos,
tamanho de particula, polidispersdo, potencial zeta, pH, teor e taxa de
encapsulagdo de dcido lipoico, bem como morfologia. A formulagio
N foi caracterizada quanto aos aspectos macroscopicos, tamanho de
particula, polidispersdo e potencial zeta, enquanto que as formulagdes
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A’, B’ e C’ foram avaliadas em rela¢@o aos aspectos macroscopicos,
pH e teor de 4cido lipoico.

Andlise macroscopica

Cada formulacdo (2,5 mL) foi acondicionada em tubo de vidro
transparente e avaliada visualmente com relagao a cor, odor, presenga
de precipitados ou separacido de fases, sob luz natural.

Andlise de pH

As medidas de pH foram efetuadas diretamente nas amostras
utilizando-se potencidometro Denver Instrument VB-10, previamente
calibrado com solu¢des tampao para calibracdo pH 4 e 7 (Merck,
Alemanha).

Validagdo do método cromatogrdfico

O doseamento do 4cido lipoico nas amostras foi realizado
empregando-se cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Perkin
Elmer, com detector UV em 332 nm. Foi utilizada coluna Waters
Nova Pak C18 4 um (3,9 x 150 mm), volume de injecéio de 30 pL
e tempo de andlise de 4 min. A fase mével isocrdtica consistiu de
acetonitrila:4cido fosférico 0,01M (60:40, v/v) e o fluxo empregado
foi 1 mL/min. Foi preparada uma solugdo mae contendo 1000 ug/mL
de 4cido lipoico, a partir da qual foram tomadas aliquotas e diluidas
na faixa de 30 a 120 ug/mL para a curva padrio.

A especificidade do método foi avaliada através da injecdo de
amostras de nanocdpsulas, sem 4cido lipoico, preparadas e diluidas
nas mesmas condi¢des que as formulagdes testadas. Para verificar
a possivel coelui¢do de produtos de degradagdo, preparou-se uma
solugdo S1 contendo 1000 pg/mL de 4cido lipoico em acetonitrila
e manteve-se esta solugdo em frasco de vidro transparente durante
15 dias recebendo luz natural, induzindo assim sua degradagdo.
Imediatamente antes da andlise preparou-se outra solugdo S2 de
4acido lipoico na mesma concentrag@o que a solugdo inicial. A pureza
do pico cromatografico foi avaliada através da injecdo das amostras
S1 e S2 sob as mesmas condigdes cromatograficas anteriormente
descritas, em um sistema de cromatografia liquida (Shimadzu Co.)
composto por uma bomba LC-10ADVP, degaseificador DGU-2A,
injetor automatico SIL-10ADvp e detector de arranjo de fotodiodos
SPD-M10A.

Determinagdo de teor e taxa de associa¢do de dcido lipoico as
nanocdpsulas

Para doseamento do 4cido lipoico nas formulacdes, as mesmas fo-
ram diluidas de forma a se obter concentracio tedrica final do mesmo
de 50 pg/mL. Assim, foram tomadas aliquotas de 250, 100 e 50 uL
das formulagdes A, B e C, e A’, B’e C’, respectivamente, e diluidas
a5 mL com acetonitrila. As amostras foram filtradas (Millipore 0,45
um) e injetadas (20 uL).

A determinacgdo da taxa de encapsulagdo foi realizada com
aliquotas de 400 pL das formulacdes, as quais foram submetidas
a técnica de ultrafiltragdo-centrifugacdo, utilizando-se membra-
nas Microcon (10.000 MWCO, Millipore), através de filtragao
em centrifuga Eppendorf 5417R durante 5 min a 4.500 rpm e 24
°C. O ultrafiltrado foi injetado no cromatégrafo para determinar
a quantidade de acido lipoico livre no meio. O percentual de
encapsulagdo (E) foi determinado a partir da razdo entre a dife-
renca da concentragdo total de dcido lipoico na amostra (CT) e a
concentracio de dcido lipoico livre (CL) e a concentragdo total,
multiplicada por 100 (Equagdo 1).

CT -CL
= —x

E 100 (D
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Determinagdo de tamanho de particula, polidispersdo e potencial zeta

O diametro médio e a polidispersao das particulas em suspen-
sdo foram determinados através de espalhamento de luz dindmico
utilizando-se equipamento Zetasizer Nano series Nano-Zs (Malvern
Instruments). As amostras A, B, C e N foram diluidas na propor¢ao
de 1:500 (v/v) em dgua Milli-Q® e a distribui¢do de tamanho (por
intensidade) foi avaliada efetuando-se trés leituras para cada amostra.
As amostras FA, FB, FC e FN foram diluidas na propor¢ao de 1:2000
(v/v) em dgua Milli-Q®, determinados o tamanho e a polidisperséo
pela mesma técnica descrita anteriormente, comparando-se os re-
sultados obtidos com as suspensdes de nanocdpsulas (A, B, C e N)
e as formulacdes semi-sélidas contendo as nanocdpsulas (FA, FB,
FC e FN).

Utilizando-se 0 mesmo equipamento, o potencial zeta foi medido
através da mobilidade eletroforética. As amostras foram diluidas na pro-
porcao de 1:500 (v/v) de NaCl 10 mM e as leituras efetuadas em triplicata.

Avalia¢ao morfologica

A morfologia das amostras A, B e C foi analisada em microscépio
eletronico de transmissdao JEOL (Centro de Microscopia Eletronica
da UFRGS) operando em 120 kV, com um aumento de 120.000
vezes. As suspensdes foram diluidas na proporcdo de 1:10 (v/v) em
dgua Milli-Q®, e depositadas diretamente nos grids utilizados para a
observagdo das amostras utilizando como contraste solug¢@o de acetato
de uranila (2% m/v).

Estudo de estabilidade

Para estudo da estabilidade das formulacdes A, B e C foram
monitorados os pardmetros pH, teor total de acido lipoico, tamanho
de particula, polidispersdo e potencial zeta nos tempos 0, 7, 14 e 28
dias. Os aspectos macroscépicos, o pH e o teor total de dcido lipoico
também foram avaliados para as formula¢des A’, B’ e C’. As amos-
tras foram armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
e do calor.

A estabilidade das formulagdes A, B e C também foi avaliada
através de caracterizacio Optica através de espalhamento mdltiplo
de luz (Turbiscan LAb, Formulaction Co., Franga). Foram adicio-
nados 25 mL de cada amostra recém-preparada em uma célula de
vidro borossilicato, cilindrica, de 25 mm de didmetro e 55 mm de
altura, mantida sob temperatura constante de 25 °C. A amostra foi
submetida a varredura por um feixe de luz composto por um diodo
eletro-luminescente na regido do infravermelho préximo (850 nm).
Dois sensores Opticos detectaram a luz transmitida através da amostra
(180° a partir da luz incidente) e a luz retroespalhada pela amostra
(45° da radiacdo incidente). A leitura 6ptica varreu todo o compri-
mento da amostra ao longo da célula (até 55 mm), obtendo os dados
de transmissdo e de retroespalhamento a cada 40 um, em funcéo da
altura da amostra em mm. A aquisi¢do dos dados foi repetida a cada
5 min por um periodo de tempo de 6 h, totalizando 72 leituras para
cada amostra. O perfil obtido ao longo das andlises permite detectar
fendmenos de migragao de particulas e tendéncia a desestabilizacio
do sistema a partir da varia¢@o nos sinais obtidos da luz transmitida
ou retroespalhada. As analises graficas da luz retroespalhada relativa
em fung¢do do tempo de andlise foram efetuadas utilizando o software
computacional Turbiscan LAb.

Analises estatisticas

Os dados experimentais foram avaliados estatisticamente através
da andlise de variancia (ANOVA), considerando-se o nivel de sig-
nificancia de 0,05. A comparagdo entre as amostras foi feita através
do teste de significancia de Tukey.

Quim. Nova

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacio fisico-quimica das formulacoes

Andlise macroscopica

Ap0s a preparagio, as suspensdes de nanocdpsulas (A, B, Ce N)
resultaram em formulacdes com aparéncia macroscépica homogénea,
aspecto leitoso, branco e opalescente. As suspensdes apresentaram
reflexo azulado, resultante do movimento browniano das nanoparti-
culas em suspensdo. O aspecto visual das suspensdes de nanocdpsulas
foi semelhante ao descrito na literatura para diferentes sistemas de
nanocdpsulas preparadas pelo método de deposicdo interfacial de
polimeros pré-formados.?3> A formulacdo A’ apresentou aspecto de
solucéio aquosa, enquanto que nas formulagdes B’ e C’ observou-se
a presenca de ligeira precipitacdo do farmaco apds o processo de
evaporacao dos solventes, porém, redispersiveis. Observou-se acen-
tuado odor caracteristico de compostos sulfurosos nas formulagdes
A’, B’e C’, enquanto que nas formulagdes A, B e C o odor sulfuroso
se apresentou praticamente imperceptivel. A formulagdo N ndo apre-
sentou odor caracteristico.

Andlises de pH

Todas as formulagdes apresentaram pH dcido devido as carac-
teristicas de seus componentes, principalmente o dcido lipoico. A
presencga do polimero também contribuiu para a obtengdo de sus-
pensdes de cardter dcido, visto que nanoparticulas preparadas com
poli(e-caprolactona) contendo outros fairmacos também se apresen-
taram levemente dcidas.’'** As formulagdes A’, B’ ¢ C’ (Tabela 1)
apresentaram valores de pH significativamente menores (p < 0,01),
provavelmente devido a maior concentragdo de dcido lipoico livre
no meio dispersante.

Tabela 1. Teor total, taxa de encapsulagdo e pH das formulacdes

Taxa de
Formulagao Teor total (%)  encapsulagdo pH
(%)
A 112,11 £2,27 77 4,66 + 0,02
B 83,81 £7,36 79 4,31 £0,05
C 88,71 +5,33 90 4,16 + 0,01
A 95,15 +0,79 - 4,02+0,12
B’ 47,66 + 6,85 - 4,03 +0,04
C 22,60 + 11,38 - 3,88 £ 0,04

Cada valor € média de 3 amostras

Validagdo do método cromatogrdfico

O método foi validado na faixa de 30 a 120 ug/mL., apresentando
linearidade (r’= 0,9914), precisdo (repetibilidade, DPR = 2,13%) e
exatidao (97,20% + 4,56). Os limites de detec¢@o e quantificagio
foram, respectivamente, 0,13 e 1,0 ug/mL, calculados considerando
o ruido da linha de base do cromatograma. A especificidade do mé-
todo foi confirmada verificando-se a auséncia de picos suplementares
nos cromatogramas obtidos para as amostras de nanocdpsulas sem
dcido lipoico.

A amostra degradada S1 apresentou perda de 50% de édcido
lipoico em relag@o a concentracdo da amostra ndo degradada S2.
O detector de fotoarranjo de diodos demonstrou pureza de pico
igual a 1,0 e auséncia de impurezas nos picos cromatograficos de
ambas as amostras. Em 332 nm, que corresponde ao comprimento
de onda das andlises de doseamento, ndo foi detectada a presenga
de picos cromatogréficos adicionais além do relacionado ao dcido
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lipoico (r = 1,64) em ambas as amostras (S1 e S2). No entanto, o
detector de fotoarranjo de diodos demonstrou a presenca de dois
picos adicionais (r = 1,41 e r = 3,085) em 285 nm apenas na amos-
tra degradada (S1), demonstrando que o método utilizado para o
doseamento € especifico para o acido lipoico, e que ndo ocorre
coelui¢do de produtos de degradacio.

Determinagdo de teor e taxa de associa¢do de dcido lipoico as
nanocdpsulas

Os teores de dcido lipoico encontrados nas suspensdes de
nanocdpsulas A, B e C foram significativamente superiores (p <
0,001) aos verificados para as formula¢des A’, B’, e C’ contendo
o farmaco livre (Tabela 1). Durante a preparacdo das formulagdes,
as mesmas sao expostas ao ar, dgua e luz, inerentes ao processo
de produgdo. Observou-se o efeito protetor da nanoencapsulagio
sobre o 4cido lipoico, visto que as formulagdes A, B e C apre-
sentaram teores superiores as formulagdes A’, B’, e C’. Durante
o processo de producdo das formulagdes A’, B’, e C’ ocorre a
perda por degradagdo, confirmada pela diminuicdo dos teores de
acido lipoico.

A técnica usada para separar a fase continua (dispersante) das
nanocdpsulas foi a ultrafiltracdo-centrifugacio, consolidada na
literatura para calcular a taxa de associagdo de farmacos as nanocap-
sulas.!*?1333 Verificaram-se taxas de encapsulagdo entre 77 ¢ 90%,
com valores maiores para as formulacdes contendo concentragdes
mais elevadas de farmaco (Tabela 1). Pequenas particulas polimé-
ricas podem ter baixa eficiéncia de incorporagdo de farmacos e hd
relatos na literatura de diferentes sistemas contendo nanoestruturas
que ndo apresentaram 100% de encapsulagdo.?35-3® O percentual de
associacdo do 4cido lipoico as nanocdpsulas pode ser considerado
elevado, e a solubilidade do 4cido lipoico na fase oleosa da formu-
lagdo, especialmente nos triglicerideos do dcido caprico e caprilico
constituinte do nicleo oleoso, determinada experimentalmente em
100 mg/mL a 35 °C e 33 mg/mL a 25 °C (dados nd3o mostrados)
pode ter contribuido para este resultado.

Ainda, a taxa de encapsulacio € afetada pela quantidade de far-
maco adicionada nas formulagdes, pois o percentual de associagio
as nanocdpsulas aumentou com o incremento na concentra¢io de
acido lipoico nas formulagdes (Tabela 1). Estudos realizados com
poli(e-caprolactona) ou outros polimeros também demonstraram
um aumento do percentual de encapsulagdo em nanoparticulas com
o aumento da concentragdo de firmaco inicialmente adicionada as
formulagdes. '3+

Determinagdo de tamanho de particula, polidispersdo e potencial zeta

Todas as formulac¢des apresentaram particulas com diametros
submicrométricos entre 313 e 377 nm (Tabela 2). Os diametros médios
obtidos estdo em concordancia com os dados relatados na literatura
para nanocédpsulas formadas pelo método de deposi¢ao interfacial de
polimeros pré-formados.*>%

Nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa (p =
0,2676) nos didmetros das nanocdpsulas suspensas nas amostras A,
B e C, demonstrando que a concentrac¢ao de fairmaco ndo influencia
o tamanho das nanoparticulas.

Os indices de polidispersao, calculados a partir do método dos
cumulantes apresentados na Tabela 2 séio referentes as medidas de
triplicatas diferentes para cada amostra, e encontram-se na faixa de
0,24 a 0,34. Os desvios das leituras do didmetro médio para cada
lote individualmente apresentaram-se todos menores do que 10
nm. Cabe ressaltar que, ao longo do tempo de armazenamento, ndo
houve aumento da polidispersdo, demonstrando que as formulacdes
sdo estdveis.

As nanocdpsulas poliméricas de dcido lipoico (formulagdes A, B
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e C) apresentaram uma distribuicdo mais estreita de tamanho, do que
as nanoparticulas lipidicas s6lidas de dcido lipoico desenvolvidas por
Souto e colaboradores,' as quais obtiveram indice de polidispersido
em torno de 0,6, apresentando uma ampla variacdo no tamanho das
nanoparticulas, o que significa falta de controle de diametro das parti-
culas formadas. Outros autores encontraram valores de polidispersdo
acima de 0,3 em nanoparticulas para aplica¢do cutanea e consideraram
estes valores relativamente baixos.*

Tabela 2. Didmetro, indice de polidispersdao e potencial zeta das
amostras

Formulagio D}iﬁ.metro fr}d?ce de~ Potencial {
médio (nm)  Polidispersao (mV)
A 340 £2 0,29 £ 0,01 -7,42 + 0,38
B 313+2 0,24 0,03 -6,05 + 0,06
C 320+ 4 0,34 £ 0,01 -5,43 +0,46
N 358 £8 0,19+ 0,01 -9,06 £ 0,27
FA 3637 0,24 £ 0,01
FB 374 £ 15 0,17 £ 0,01
FC 329+ 15 0,14 £ 0,01
FN 378+ 2 0,25 £ 0,01

Cada valor ¢ média de 3 amostras

Observou-se que ndo ocorreu coalescéncia ou agregacao
das particulas na produgdo da forma farmacéutica semi-sélida,
a partir do espessamento das formulagdes com o polimero Car-
bopol 940°, uma vez que o didmetro médio (PCS) das amostras
semi-solidas FA, FB, FC e FN se assemelha aos didmetros das
suspensdes originais A, B, C e N. Resultados semelhantes foram
obtidos com nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipi-
dicos nanoestruturados no estudo de Souto e colaboradores,*!
observando manutencdo no didmetro de nanoparticulas antes e
apdés a incorporagdo em hidrogeis.

O potencial zeta, relacionado ao potencial de superficie das
particulas, apresentou valores negativos (Tabela 2), semelhantes aos
relatados na literatura para nanocédpsulas de poli(e-caprolactona)
revestidas com polissorbato 80. Os valores negativos sdo devidos as
caracteristicas estruturais dos componentes da interface das particulas,
poli(e-caprolactona) e especialmente polissorbato 80. Este € material
de revestimento da superficie externa, sendo que o mecanismo de
estabiliza¢d@o da particula é por impedimento estérico.*

Sao descritas na literatura tanto particulas com potencial zeta
negativo quanto positivo para aplica¢do cutanea.**+* QO determinante
para adequabilidade de uma formulag@o para aplicacdo na pele € o
pH, que deve ser levemente dcido,* conforme apresentado pelas
formulagdes desenvolvidas (Tabela 1).

Avaliagdo morfologica

As fotografias por microscopia eletrOnica de transmissao mos-
traram que ocorre a formagdo de particulas vesiculares contendo
acido lipoico (Figura 1). Foi observada a presenca de vesiculas cujo
conteudo € diferente do meio dispersante. As particulas apresenta-
ram a mesma ordem de grandeza das medidas de didmetro obtidas
por espalhamento de luz dindmico. Verificou-se também que com
o aumento da concentragdo do firmaco ndo houve alteragcdo na
morfologia das nanocdpsulas. As nanocdpsulas nio se apresentaram
perfeitamente esféricas nas fotomicrografias, provavelmente em vir-
tude de distor¢@o decorrente da secagem e desidrataco no momento
do preparo da amostra.
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Figura 1. Microscopia eletronica de transmissdo das formulagoes A (la),
B,(Ib)e C(lIc)

Estudo de estabilidade

A verificagdo das caracteristicas das amostras A, B e C durante
o perfodo de 28 dias demonstrou que as mesmas se mantiveram
estdveis durante o tempo de andlise, enquanto que as amostras A’,
B’e C’ foram instdveis apresentando diminui¢@o do teor (Figura 2).
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Figura 2. Teor de dcido lipoico durante o armazenamento

O pH manteve-se estavel durante todo o periodo (Figura 3). Este
¢ um indicio de que o fairmaco se mantém encapsulado, visto que
as formulagdes contendo dcido lipoico livre apresentam valores de
pH significativamente inferiores as formulacdes contendo o mesmo
nanoencapsulado. A manutencdo do pH das formulacdes também
demonstra néio haver a degradac@o significativa do polimero.*
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Figura 3. Medidas de pH das formulagoes durante o armazenamento

O acompanhamento do teor total das suspensdes A, B e C de-
monstrou que ocorre uma perda inicial do teor total, estatisticamente

Quim. Nova

significativa apenas nas formulacdes A e C (p < 0,01), seguida de
estabilizacdo nas nanocdpsulas de 4cido lipoico (Figura 2). Para a
suspensdo B a redugdo de teor em func@o do tempo nao foi signifi-
cativa (p = 0,3217). A concentrag@o de dcido lipoico na amostra A,
apods 28 dias de armazenamento, foi estatisticamente equivalente a
concentracgio inicial da amostra A’ contendo o farmaco livre. Para
as amostras B e C, o teor de 4cido lipoico nas nanocdpulas foi es-
tatisticamente superior a concentracdo inicial das amostras B’ e C’.
Observou-se assim uma evidente degradagdo nas formulagdes A’, B’e
C’, contendo 4cido lipoico livre e o efeito protetor da nanoencapsu-
lagdo sobre o 4cido lipoico.

Nio houve aumento significativo no didmetro médio das particu-
las presentes nas suspensdes A e B durante 28 dias de armazenamen-
to. Para a amostra C, o teste de Tukey demonstrou que até o tempo
de 14 dias as amostras mantiveram o mesmo diametro, havendo
aumento significativo (p < 0,001) ap6s 28 dias. A manutengdo do
diametro das particulas suspensas nas formulagdes A e B indica
que ndo houve aglomeracdo das mesmas (Figura 4). Cabe salientar
que mesmo na amostra C, na qual a diferenca de tamanho entre o
tempo inicial e o tempo final foi estatisticamente significativa, esta
diferenga foi de 64 nm, correspondendo a um fator de grandeza de
apenas 0,2 vezes o tamanho inicial. Observou-se manuten¢do na
dispersdao de tamanho das nanocdpsulas das formulagdes A e B,
havendo uma maior flutuacéio na polidispersdo da amostra C (Tabela
3). As nanocdpsulas poliméricas de acido lipoico mantiveram-se
em torno de 300 nm e mostraram-se mais estdveis do que as na-
noparticulas lipidicas desenvolvidas por Souto e colaboradores,'
as quais sofreram aumento significativo no tamanho de particula,
chegando a aumentar em 2,7 vezes o tamanho inicial e perdendo as
dimensdes nanométricas em algumas condi¢des de armazenamento.
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Figura 4. Didametro médio das particulas durante o armazenamento

Tabela 3. Polidispersdo (nm) das particulas em funcdo do tempo de
armazenamento

Polidispersdo (nm)

Tempo (dias) A B c

0 0,29 + 0,01 0,32 + 0,01 0,34 + 0,01
7 0,27 + 0,01 0,24 + 0,03 0,30 + 0,01
14 0,27 £ 0,02 0,23 +0,03 0,36 + 0,02
28 0,30 = 0,01 0,26 + 0,13 0,22 +0,01

Cada valor é média de 3 amostras

O potencial zeta sofreu um aumento significativo (p <0,001) em
modulo (Figura 5), tornando-se mais negativo nas amostras A, B e
C, ap6s 28 dias de armazenamento. A ocorréncia deste fendmeno
pode estar relacionada a ionizagdo dos grupos acidos da por¢do do
acido lipoico presente na interface particula/agua, uma vez que os
teores do dcido lipoico nas formulagdes se mantiveram praticamente
constantes (Figura 3).
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Figura 5. Potencial zeta das nanoparticulas durante o armazenamento

A desvantagem de monitorar a estabilidade utilizando técnicas
tradicionais sob diferentes condi¢des de armazenamento € o longo
periodo de tempo requerido para detectar pequenas diferencas. A
caracterizacdo optica fornece informacéo rapida a respeito da estabi-
lidade global de formulagdes, com ganho de tempo considerdvel.*’ As
andlises através de retroespalhamento de luz t€m sido recentemente
utilizadas para estudar a estabilidade fisica de diversos sistemas como
dispersdes coloidais, suspensdes de nanoparticulas e emulsdes.** A
principal vantagem desta técnica € detectar fenomenos de desestabi-
lizacdo como coalescéncia, floculagio, cremagem ou sedimentagio
muito antes destes poderem ser percebidos pelo olho humano.*-3

A andlise da transmitancia para todas as amostras mostrou valo-
res abaixo de 0,02%. Assim, a andlise do retroespalhamento de luz
relativo mostrou que as formulacdes A, B e C sao estaveis (Figura
6). Observa-se a esquerda do gréfico, que corresponde ao fundo da
cubeta, pouca variagdo de retroespalhamento relativo no decorrer do
tempo de andlise. Esta varia¢ao foi menor do que 5% em relagdo ao
tempo inicial para todas as amostras, demonstrando que a tendéncia
a sedimentacdo de particulas sob as condigdes estudadas € pequena,
mas existe uma tendéncia a cremagem (Figura 6a e 6c).
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Figura 6. Perfil da intensidade da luz retroespalhada de 0 a 6 h das amostras
A (7a), B(7b) e C(7c)

Da mesma forma, a variacdo do retroespalhamento relativo no
lado direito do grifico, que corresponde a superficie da amostra,
também foi pequena, inferior a 5% em relacdo ao tempo inicial,
indicando que as amostras apresentam leve tendéncia a migracao de
particulas para a superficie.

A andlise da parte central do grafico (Figura 6a, 6b e 6c¢) de-
monstra que ocorre aumento do tamanho das particulas apenas para
aformulacdo C. Este resultado demonstra que nessa amostra hd uma
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maior tendéncia para o aumento do tamanho de particulas, devido a
floculagdo ou coalescéncia das mesmas. Esta hipdtese € confirmada
pelos dados obtidos por espectroscopia de correlacio de fétons, visto
que a amostra C foi a que apresentou maior aumento de diametro das
particulas durante o armazenamento.

CONCLUSAO

A nanoencapsulacao do dcido lipoico mostrou-se vidvel mediante
o emprego de poli(e-caprolactona) como polimero constituinte da
parede das vesiculas e triglicerideos de cadeia média como nticleo das
nanocdpsulas, que foram estabilizadas por tensoativos e preparadas
pela técnica de deposicio interfacial do polimero. O acompanhamen-
to da estabilidade demonstrou o efeito protetor que as nanocdpsulas
poliméricas exercem sobre o 4cido lipoico, aumentando a sua estabili-
dade fisico-quimica em comparagio com formulacdes contendo dcido
lipoico livre.

As nanocépsulas poliméricas de acido lipoico desenvolvidas e
caracterizadas no presente trabalho podem ser utilizadas no desen-
volvimento de formas farmacéuticas semi-sdlidas para veiculacio
do 4cido lipoico.
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