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Título: Desenvolvimento e validação de método por cromatografia a líquido de alta 

eficiência para análise de minoxidil. 

Abstract: Androgenic alopecia is a disease that leads to miniaturization of the hair 

follicle, whose most common treatment is the use of topical formulations containing 

minoxidil. The methods present in British and American pharmacopoeias are difficult 

to apply, and the Brazilian Pharmacopoeia does not describe an analytical 

methodology for this drug. Thus, it became necessary to develop and validate an 

quantitative method by HPLC for minoxidil analysis. The method used phenyl column 

and mobile phase consisted by a mixture of potassium phosphate buffer (0.36% 

triethylamine) and acetonitrile. The validation of the method has provenits specificity, 

linearity, precision, accuracy and robustness. 

Keywords: Androgenic alopecia, Minoxidil, HPLC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 INTRODUÇÃO 

 

A alopecia androgênica é a causa mais comum de alopecia em ambos os 

sexos.1 É caracterizada por alteração no ciclo do cabelo levando à miniaturização 

folicular progressiva com conversão de fios terminais em fios mais finos, curtos e 

menos pigmentados.2,3 A doença se inicia entre 12 e 40 anos de idade para os 

homens, e afeta aproximadamente 50% da população antes dos 50 anos de idade.4 

O folículo piloso passa por três estágios principais ao longo do seu 

desenvolvimento: proliferação (fase anágena), involução (fase catágena) e repouso 

(fase telógena), com regeneração em sucessivos ciclos. No couro cabeludo normal, 

a fase anágena dura de dois a sete anos, a fase catágena cerca de duas semanas, 

e a fase telógena aproximadamente três meses.1 A miniaturização do folículo capilar 

ocorre devido a uma redução gradual na duração da fase anágena e a prolongação 

do período latente (fase telógena) do ciclo do cabelo.5 

Entre as medidas farmacológicas empregadas atualmente para pacientes que 

sofrem com essa doença, destacam-se a solução tópica de minoxidil e o 

medicamento contendo finasterida, que é utilizado por via oral. No entanto, ambos 

necessitam de utilização por período prolongado para resultados satisfatórios, e 

nenhum deles é capaz de restaurar toda a perda capilar.1 

O fármaco minoxidil (3-oxido-2,4-diamino-6-piperidinopitimidina) (Figura 1) é 

um agente vasoativo conhecido por causar forte vasodilatação periférica, 

ocasionando dilatação das arteríolas através da abertura de canais de potássio.6 

Seu uso é preconizado em concentrações de 5% para homens e 2 a 5% para 

mulheres.1 



Na década de 70, o minoxidil foi largamente utilizado por via oral por causar 

relaxamento da musculatura vascular lisa e reduzir a pressão sanguínea. Além 

disso, foi considerado um dos fármacos de escolha no tratamento da hipertensão 

renal maligna.7 No entanto, um efeito colateral importante de excessivo crescimento 

de cabelos foi observado com a utilização deste medicamento. Devido a isso, o uso 

do minoxidil foi remanejado como um tratamento de aplicação tópica para queda de 

cabelos.8 

O mecanismo do fármaco ainda não está bem elucidado, apesar da sua 

utilização por mais de 20 anos. Sugere-se que o fármaco estimule os vasos da pele 

a aumentar o fluxo de sangue no local, ou que tenha uma possível ação dentro do 

próprio folículo capilar.8 O que se sabe é que este fármaco atua aumentando a 

duração da fase anágena, contribuindo para o aumento da densidade capilar.1 

O minoxidil é o tratamento medicamentoso que provou eficácia quando usado 

topicamente, e é o único cujo uso é aprovado para a queda de cabelos em 

mulheres.5 O seu uso é considerado seguro tanto pela comunidade médica quanto 

pela população em geral. No entanto, este fármaco atravessa facilmente as barreiras 

biológicas e se acumula nos lipídios. A literatura científica relata, ainda, que seu uso 

crônico no couro cabeludo pode causar hipotensão e taquicardia.7 

 O fármaco está associado à despigmentação do cabelo, irritação local, 

dermatite de contato, leucoderma, diminuição dos melanócitos e da melanina. Além 

disso, há dados que associam a ocorrência de morte súbita devido ao uso do 

fármaco.9 Estudos sugerem, finalmente, um potencial teratogênico significativo 

relacionando seu uso e mal formação fetal.7 

O produto comercial disponível no mercado chama-se Regaine®, 

comercializado pelo laboratório Pharmacia.10 Trata-se de um produto importado, cuja 



acessibilidade é difícil e o preço nas farmácias comerciais ainda é muito elevado. 

Isso torna a prática da manipulação desse produto uma alternativa vantajosa para a 

maioria da população. 

Devido aos efeitos colaterais importantes associados ao uso do minoxidil e ao 

fato de que as preparações utilizadas pela grande maioria das pessoas serem de 

origem manipulada e não industrial, torna-se necessária a avaliação da qualidade e 

da concentração exata do fármaco nas formulações. 

Segundo a especificação da Farmacopeia Britânica, produtos comercializados 

não devem conter menos que 95% e não mais que 110% de minoxidil em suas 

formulações.11 

Uma das técnicas de identificação e quantificação do fármaco, citada nas 

farmacopeias, é realizada através da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE), utilizando uma mistura composta de docusato de sódio, ácido acético 

glacial, água e metanol como fase móvel, e análise em coluna C18.11,12 

Galdhane e colaboradores (2011) desenvolveram e validaram um método 

para análise de minoxidil por CLAE utilizando um gradiente de fase móvel contendo 

ácido acético glacial e tetrahidrofurano (THF).13 Zarghi e colaboradores (1998) 

utilizaram coluna C18 (150 x 3,9 mm, 4 mm) e fase móvel composta de uma mistura 

de água e tampão fosfato, adicionado de docusato de sódio, numa vazão de 1,3 

mL/min.14 Em outro estudo, Orsi e colaboradores (2008) utilizaram um gradiente de 

concentração na fase móvel, que era composta de água (0,1% ácido trifluoroacético) 

e acetonitrila.15 

As Farmacopeias Americana (USP) e Britânica, além dos artigos científicos 

citados nesse trabalho, apresentam métodos cromatográficos de difícil execução na 

prática, bem como o uso de substâncias irritantes à pele, olhos e ao sistema 



respiratório, com risco inclusive de lesões oculares graves.13,16 . Além disso, a 

Farmacopeia Brasileira não apresenta monografia para esse fármaco.17 Sendo 

assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um novo método analítico 

por CLAE para a análise de minoxidil. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 SUBSTÂNCIA QUÍMICA DE TRABALHO (SQT) E AMOSTRA 

 

A SQT foi adquirida em quantidade suficiente e procedente do mesmo 

estabelecimento da amostra de minoxidil utilizada para validação do método 

(GEMINI Indústria de Insumos Farmacêuticos Ltda.). A matéria-prima de minoxidil 

utilizada nesse trabalho apresentou pureza declarada de 99,43%. 

A amostra utilizada no desenvolvimento e validação de metodologia analítica 

foi adquirida no comércio da cidade de Porto Alegre, em farmácia de manipulação. 

Os componentes presentes na formulação são minoxidil 5%, etanol 70% e 3% de 

propilenoglicol. 

 

EQUIPAMENTOS 

 

Os experimentos foram realizados em cromatógrafo líquido (Agilent 1200 

series, Santa Clara, EUA), equipado com bomba quaternária G1311A, 

desgaseificador G1322A, compartimento termostatizado da coluna G1316A, injetor 

automático G1329A e detector de arranjo de fotodiodos G1315B. 

O potenciômetro Digimed, modelo DM-20 (São Paulo, Brasil), foi usado para 

determinar o pH das soluções. A fase móvel foi filtrada utilizando-se Filtro Sartorius® 



de 0,45 m (Goettingen, Alemanha), e para filtrar o padrão e as amostras antes das 

análises foi utilizada membrana de 0,45 m (Vertical®, Bangkok, Tailândia). 

 

REAGENTES 

 

Os reagentes utilizados foram: acetonitrila (Tedia®), ácido ortofosfórico 

(Merck®), água ultra pura (Millipore System), metanol (Tedia®), tampão fosfato de 

potássio monobásico (Synth®) e trietilamina (Merck®).  

Ácido clorídrico (HCl) e hidróxido de sódio (NaOH), utilizados nas 

degradações, foram preparados de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5ª edição e 

o tampão fosfato de potássio (pH 8,0) foi preparado conforme a Farmacopeia 

Americana. 17,12 

 

DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO 

 

CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

 

O desenvolvimento do método analítico envolve a otimização de vários 

estágios como a preparação da amostra, a separação cromatográfica e a 

quantificação. Parâmetros como a fase móvel, a vazão, a coluna cromatográfica e o 

comprimento de onda de detecção devem ser pré-estabelecidos com critério.19  

Depois de vários testes utilizando tampões mais simples, e com menor risco 

potencial à saúde, as condições cromatográficas otimizadas estão abaixo 

relacionadas (Tabela 1). 

 



VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA 

  

Em nosso estudo, objetivou-se o desenvolvimento e validação de metodologia 

para a determinação do princípio ativo em produtos farmacêuticos. Dessa forma, os 

testes para essa determinação são classificados como pertencentes à categoria I da 

RE 899 de 2003. Nessa situação, os parâmetros que devem ser medidos para a 

validação de um método analítico são: especificidade, linearidade, intervalo, 

precisão (repetibilidade), exatidão e robustez.12, 18, 20 

 

Especificidade 

Avaliação da especificidade do método frente à amostra simulada dos excipientes. 

A solução de minoxidil foi avaliada frente à solução placebo, que contém os 

excipientes da formulação na concentração aproximada da utilizada na 

especialidade farmacêutica. A SQT foi preparada na concentração de 1,0 mg/mL em 

metanol. A partir dessa solução, foi realizada diluição em fase móvel obtendo-se a 

concentração final de 10 µg/mL. 

A solução da amostra simulada dos excipientes foi preparada da mesma 

maneira que a solução SQT pesando-se, contudo, o equivalente à mistura dos 

excipientes contidos na solução contendo 5% de Minoxidil. Preparou-se, portanto, 

solução de propilenoglicol 3% em etanol 70%. A partir desta, realizou-se a diluição 

em fase móvel para análise.  As soluções obtidas foram avaliadas quanto aos seus 

perfis cromatográficos. 

 

Avaliação da especificidade do método frente à degradação forçada 



A estabilidade da solução de Minoxidil foi avaliada frente a possíveis 

degradações em meio ácido, básico, na presença de peróxido de hidrogênio, luz e 

calor. 

 Hidrólise ácida: exposição da solução amostra (1,0 mg/mL) à solução 

de ácido clorídrico (HCl 2 M) durante 3 dias. 

 Hidrólise básica: exposição da solução amostra (1,0 mg/mL) à solução 

de hidróxido de sódio (NaOH 2 M) durante 3 dias. 

 Oxidação: a degradação oxidativa do Minoxidil foi avaliada na presença 

de peróxido de hidrogênio 3% adicionada à solução de Minoxidil 1,0 mg/mL, durante 

3 dias.  

 Fotólise: para analisar a influência da luz sobre o produto farmacêutico, 

preparou-se solução contendo 1,0 mg/mL da SQR em cubetas de plástico que foram 

submetidas à luz UVA e UVC por até 12 horas. 

 Degradação térmica: para avaliar a estabilidade térmica, uma solução 

1,0 mg/mL de minoxidil foi mantida a 60 °C por aproximadamente 4 dias.  

A especificidade do método foi determinada a partir da avaliação das áreas 

dos picos, interferência dos excipientes e a formação de produto de degradação. 

Nos tempos de coleta, alíquotas das amostras foram retiradas, neutralizadas quando 

necessário e diluídas em fase móvel na concentração de trabalho. Todas as 

amostras foram filtradas em membranas de 0,45 µm e posteriormente injetadas no 

CLAE. 

 

Linearidade 

Foi preparada solução 1,0 mg/mL da SQT em metanol. A partir desta, foram 

retiradas alíquotas para obtenção de concentrações finais de 2, 5, 10, 20 e 50 



µg/mL. Os balões volumétricos foram completados com fase móvel e seu conteúdo 

filtrado por membrana de 0,45 µm. A linearidade foi avaliada a partir da construção 

de curvas padrões em 3 dias diferentes. A avaliação da linearidade foi realizada pela 

análise de regressão linear, calculada pelo método dos mínimos quadrados e 

validada pela Análise da Variância (ANOVA). 

 

Precisão 

A partir de solução contendo 1,0 mg/mL de amostra de minoxidil em metanol, 

foram retiradas 6 alíquotas de 1,0 mL cada e transferidas para balões volumétricos. 

Os balões foram completados com fase móvel, de modo que a concentração final 

das amostras foi de 10,0 µg/mL. A precisão foi avaliada a partir da repetibilidade e 

da precisão intermediária, utilizando-se o Desvio Padrão Relativo (DPR) dos 

resultados.   

 

Exatidão 

A exatidão do método foi avaliada a partir de nove determinações 

contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, três níveis de 

concentrações, baixa, média e alta, em triplicata.18 

Para esta análise, avaliada pelo teste de recuperação, foram adicionados 

volumes crescentes da SQT (1,0 mg/mL) a uma solução que já continha 10 µg/mL 

de amostra.  A exatidão foi avaliada a partir da triplicata de três soluções diferentes 

contendo 30, 40 e 50 μg/mL de minoxidil. 

 

Robustez 



De acordo com a Tabela 2, a robustez foi avaliada através da suscetibilidade 

do método proposto após pequenas alterações nas condições cromatográficas.  

 

 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

 

Inicialmente, foram realizadas pesquisas bibliográficas para a obtenção de 

informações sobre métodos já desenvolvidos. Trabalhos anteriores relataram a 

utilização de comprimentos de onda de 231 nm, 254 nm, 281 nm, 282 nm, entre 

outros. Para definição do comprimento de onda de análise, foi realizada uma 

varredura na região do ultravioleta, obtidos pelo software do equipamento (Figura 2). 

A partir do espectro obtido, foram monitorados em CLAE, durante o 

desenvolvimento do método, os comprimentos de onda de absorção em 230 nm, 

268 nm e 286 nm. Em todos os comprimentos de onda selecionados, os picos 

cromatográficos observados para o minoxidil apresentaram-se com pureza superior 

a 99%. 

Alguns fatores como composição da fase móvel, pH, vazão da fase móvel e 

concentração da SQT foram exaustivamente analisados através de testes com 

diversas condições de análise. Para definição do método foram analisados os 

parâmetros de adequabilidade do sistema, como nº de pratos teóricos, fator de 

capacidade, tempo de retenção e assimetria do pico.  

O comprimento de onda de 286 nm, por ser mais elevado e apresentar menos 

possíveis interferentes, foi escolhido para análise do minoxidil, no presente trabalho. 



 A maioria dos trabalhos encontrados na literatura, assim como as 

farmacopeias já citadas, apresentam métodos de análise do minoxidil por CLAE 

utilizando colunas cromatográficas C18 e reagentes de alta toxicidade, como por 

exemplo, o docusato de sódio e/ou o THF.13,14 Além do risco que esses reagentes 

oferecem aos manipuladores, é necessário um cuidado especial quanto ao seu 

descarte no ambiente. O método desenvolvido neste trabalho utilizou reagentes de 

menor toxicidade, basicamente tampão fosfato de potássio e acetonitrila, o que 

diminui os problemas relacionados à sua execução e o descarte correto dos 

resíduos, após as análises. Além disso, esta metodologia apresenta uma nova 

alternativa na análise do fármaco utilizando coluna cromatográfica com grupamento 

fenil, permitindo aumento da polaridade e maior interação com o analito.  

 

VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO  

 

Especificidade 

A especificidade do método cromatográfico foi avaliada através da 

comparação dos cromatogramas obtidos pelas injeções das soluções amostra e 

simulada, o que permite avaliar a possível interferência dos excipientes e amostra 

degradada na determinação de minoxidil em solução. 

A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos, por CLAE, da solução 

minoxidil SQT (10 µg/mL) e da amostra simulada dos excipientes. É possível 

observar que o método apresenta especificidade, já que não sofre influência dos 

excipientes junto ao sinal do fármaco. 

A especificidade do método foi realizada também para a amostra submetida 

às condições de estresse, na presença de ácido, base, peróxido de hidrogênio, luz e 



temperatura. Os cromatogramas obtidos após análise por CLAE estão 

representados na Figura 4. 

Em todas as condições de degradação foram avaliados o surgimento de 

novos picos, pureza do pico do minoxidil e porcentagem de redução do teor do 

fármaco. As degradações ácida, térmica e oxidativa apresentaram redução no teor 

do fármaco de 22,90%, 20,72% e 6,91%, respectivamente. As demais degradações 

não causaram redução no teor do fármaco. Nenhum cromatograma indicou 

surgimento de novo pico e o minoxidil apresentou uma pureza de pico superior à 

99%, confirmada pela ferramenta presente no software do equipamento. Portanto, o 

método apresentou-se específico para análise de minoxidil em solução. 

 

Linearidade 

A linearidade foi avaliada a partir da construção de três curvas padrão 

construídas em dias diferentes. Gráficos de concentração versus área foram 

plotados e apresentaram linearidade na faixa de concentração de 2 – 50 µg/mL, com 

coeficiente de correlação igual a 1, e equação da reta y = 61, 597x - 27, 306, onde x 

corresponde à concentração e y corresponde à área (Figura 5). A análise da 

variância (ANOVA) efetuada sobre os valores das áreas das curvas de calibração 

apresentaram regressão linear significativa, sem desvio da linearidade (p < 0,05). 

 

Precisão 

A precisão foi verificada pela repetibilidade e pela precisão intermediária. Os 

resultados obtidos estão representados na Tabela 3. Os valores de DPR 

encontrados foram inferiores a 5%, indicando que o método é preciso.18 



A precisão do método foi avaliada em três diferentes dias, nos quais foram 

realizadas seis determinações das amostras preparadas individualmente para cada 

dia. Segundo os resultados de DPR pode-se concluir que o método apresenta 

repetibilidade e precisão intermediária adequadas e em conformidade às normativas 

de validação analítica.18 

 

Exatidão 

Os percentuais de recuperação obtidos a partir do teste de recuperação do 

minoxidil SQT encontram-se na Tabela 4. Os elevados porcentuais de recuperação, 

próximos 100%, indicam a exatidão do método proposto. 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) recomenda que o desvio 

padrão relativo não exceda 5%. Assim, os valores encontrados atendem aos limites 

estabelecidos. 

 

Robustez 

 

A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em resistir 

a pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos. Indica sua confiança 

durante o uso normal. A partir das variações realizadas, foram analisados alguns 

parâmetros de adequabilidade do sistema, sendo eles: número de pratos teóricos, 

tempo de retenção, área do pico, fator capacidade e fator cauda. Os resultados 

obtidos estão expostos na Figura 6, a partir dos Gráficos de Pareto gerados pelo 

programa estatístico Minitab®. 

Segundo os Gráficos de Pareto obtidos é possível evidenciar que a proporção 

da fase móvel é o parâmetro que mais influencia no método cromatográfico, no 



entanto, não é capaz de influenciar com significância a área do pico, o que 

determina a confiabilidade dos resultados analíticos.  

 

CONCLUSÃO 

 

 O presente trabalho apresentou o desenvolvimento e validação de novo 

método indicativo de estabilidade do fármaco minoxidil por CLAE, utilizando-se uma 

coluna cromatográfica fenil de 25 cm, e fase móvel constituída de uma mistura de 

tampão fosfato de potássio monobásico (0,36% trietilamina) e acetonitrila (80:20). O 

método proposto apresentou-se específico, linear, preciso e exato, possibilitando 

sua aplicação na análise de rotina de amostras contendo minoxidil. A robustez do 

método indicou que as variações na composição da fase móvel podem refletir em 

alterações significativas nos parâmetros cromatográficos, porém, não alteram a 

análise quantitativa do fármaco. 
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FIGURAS E TABELAS 

 

Figura 1. Estrutura química do minoxidil. 

 

Figura 2 - Espectro de absorção obtido a partir de solução de minoxidil SQT 10 µg/mL em 
CLAE. 



 

Figura 3 - Sobreposição dos cromatogramas obtido através da análise por CLAE das 
soluções de minoxidil SQT (A) e da solução da amostra simulada dos excipientes (B). 

Condições cromatográficas definidas na Tabela 1. 



 

Figura 4 - Cromatogramas obtidos após submissão da amostra à condições de degradação 
ácida por 3 dias (A), básica por 3 dias (B), em presença de peróxido de hidrogênio por 4 

dias (C), à 60 °C por 4 dias (D), radiação UVA por 12 horas (E), radiação UVC por 12 horas 
(F) e sem degradação (G). 



 

Figura 5 - Gráfico da média das curvas padrão, área versus concentração. 

 

 

Figura 6 - Resultados obtidos para análise da Robustez após variações nas 
condições do método e análise pelo programa estatístico Minitab®. Os parâmetros de 

adequabilidade do sistema: área (A), tempo de retenção (B), nº pratos teóricos (C), fator 
capacidade (D) e fator cauda (E), foram analisados. 

TABELAS 



Tabela 1. Condições cromatográficas para determinação de minoxidil em solução. 

Equipamento 
Agilent 1200 series, Santa Clara, EUA, com detector 

de arranjo de fotodiodos G1315B 
Coluna Fenil 25cm (Bridge 4,6X250mm) 

Fase móvel 
Acetonitrila : Tampão fosfato de potássio 25mM pH 

8,0 com 0,36% de Trietilamina (20:80) 
Fluxo 1,1 mL/min 

Comprimento de onda 286 nm 

Volume de injeção 20 L 
Temperatura 25 ºC 

Concentração de 
trabalho do Minoxidil 

10 µg/mL 

 

Tabela 2. Alterações nas condições de análise por CLAE para verificação da robustez do 
método. 

Condições padronizadas de análise Modificações avaliadas 

Proporções da fase móvel * 
80:20 (v/v) 78:22 (v/v) e 82:18 (v/v) 

pH da fase móvel ** 
8,0 7,8 e 8,2 

Concentração de tampão 
25mM 23 mM e 27 mM 

* Composição da fase móvel: Tampão fosfato de potássio (0,36% Trietilamina): 
Acetonitrila. 

** Valor do pH ajustado com Trietilamina e HCl 2M. 
 

Tabela 3 - Apresentação dos valores experimentais obtidos a partir da determinação de 
Minoxidil por CLAE para análise da precisão. 
 

 Repetibilidade 
Teor (%) das soluções de minoxidil 10 µg/mL. 

 
Precisão 

intermediária  Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Média 110,99 107,35 112,44 110,26 
DPR (%) 0,35 0,41 0,45 2,38 

 
 
Tabela 4 - Resultados do teste de recuperação por CLAE. 

 Concentração (µg/mL) Recuperação 
(%) 

Média 
(%) 

DPR  
(%)  Adicionada Recuperada 

R1 20 19,75 98,74  
98,68 

 
0,06 R2 30 29,61 98,70 

R3 40 39,45 98,62 

2. ANEXO 
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