< NACIONAL DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL

0. R

C

DRECTY

SOLICITUD DE:

NUMERO:
PATENTE INVENCION X

PATENTE PERFECCIONAMIENTO

REVALIDA DE PATENTE

FECHA Y HORA DE PRESENTACION
MODELO DE UTILIDAD

REVALIDA DE MODELO
DE UTILIDAD

MODELO INDUSTRIAL FIRMA DEL FUNCIONARIO

Reservado para la Administracion

REVALIDA DE MODELO

INDUSTRIAL

SOLICITANTE
Nombre: Biolab Sanus Farmacéutica Ltda. Nacionalidad:
Domicilio: Av. Paulo Ayres, 280 Vila Iasi, Tabodo da Serra, Sdo .. BRBRASIL

Paulo, 04071-900

Nombre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS Nacionalidad:
Domicilio:  Av. Paulo Gama 110, Farroupilha, Porto Alegre, Rio Pais: BRBRASIL

Grande do Sul 90046-900

INVENTOR

Nombre: ADRIANA RAFFIN POHLMANN; DENISE SOLEDADE JORNADA; LUDMILA
PINHEIRO DO NASCIMENTO; SILVIA STANISCUASKI GUTERRES.

TITULO: NANOPARTTCULA, POLIMERICA DE FINASTERIDA Y MINOXIDIL, PROCESO DE
PREPARACION, SUSPENSION ACUOSA CONTENIENDO LA MISMA, COMPOSICION
FARMACEUTICA, Y SU USO

AGENTE
Nombre: BACOT SILVEIRA, OSCAR TULIO
Codigo: 18
Domicilio: 25 DE MAYO 576

DECLARACION DE PRIORIDAD / DIVISIONAL

NUumero Fecha Pais Clasificacion Internacional

BR 10 2012 022036 9 31/08/12 BRASIL

OTROS DATOS PARA LOS QUE NO SE REIVINDICA PRIORIDAD

NUmero | Fecha | Pais

DECLARO OUE LOS DATOS OUE ANTECEDEN CORRESPONDEN A LA REALIDAD AL DIA DE HOV.

OSCAR BACOT SILVEIRA ( 18)




PATENTE DE INVENCION X

MODELO DE UTILIDAD

MIEMDNPI

DIRECCION NACIGNAL DE LA FROPIEDAD INDLISTRIAL

PATENTES

MODELO INDUSTRIAL

Int. CI.

Fecha solicitud: Numero solicitud:

Fecha resolucion: Numero resolucion:

ESPCIO RESERVADO PARA LA
ADMINISTRACION

NOMBRE INVENTOR: ADRIANA RAFFIN POHLMANN; DENISE SOLEDADE JORNADA;
LUDMILA PINHEIRO DO NASCIMENTO,; SILVIA STANISCUASKI GUTERRES.

TITULO: NANOPARTiCULA ,POLIMERICA DE FINASTERIDA Y MINOXIDIL, PROCESO DE
PREPARACION, SUSPENSION ACUOSA CONTENIENDO LA MISMA, COMPOSICION
FARMACEUTICA, Y SU USO

SOLICITANTE

Nombre: Biolab Sanus Farmacéutica Ltda. Pais BR
Domicilio: Av. Paulo Ayres, 280 Vila Iasi, Tabodo da Serra, Sao Paulo,

04071-900
Nombre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS Pais BR

Domicilio:  Av. Paulo Gama 110, Farroupilha, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul 90046-900

AGENTE
Nombre: BACOT SILVEIRA, OSCAR TULIO
Cddigo 18
Domicilio: 25 DE MAYO 576
Pais: BRASIL Fecha 31/08/12
X PRIORIDAD
O a
Numero: BR 102012 022036 9
REVALIDA

OSCAR BACOT SILVEIRA ( 18 )




10

15

20

25

1/ 53

NANOPARTICULA POLIMERICA DE FINASTERIDA Y MINOXIDIL, PROCESO
DE PREPARACION, SUSPENSION ACUOSA CONTENIENDO LA MISMA,

COMPOSICION FARMACEUTICA, Y SU USO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicidén
farmacéutica, de vehiculacidén tdpica, para el tratamiento de

la alopecia, dicha composicidn comprende nanoparticulas

poliméricas, preferentemente nanocapsoides, como aqui en
alguna parte son definidos, conteniendo dos principios
activos, finasterida y minoxidil, aditivos y vehiculo

farmacéuticamente aceptables. La invencidén ademds incluye un
proceso de preparacidén de las nanoparticulas polimércias,
preferentemente nanocapsoides de finasterida y minoxidil,
apropiadas para una composicidédn de vehiculacidn tépica para el
tratamiento de la alopecia, asi como el wuso de dichos
nanocapsoides para la preparacién de una composicidn

farmacéutica.

FUNDAMENTOS DE LA INVENCION

La caida capital, llamada también calvicie, puede
manifestarse de formas variadas. La mnmisma puede ser
irreversible, en los casos <clasificados como alopecias
cicatriciales, donde hay destruccién del foliculo capilar, o
reversible en los casos no cicatriciales que tienen causas
variadas, pudiendo ser originaria de tratamiento
farmacoldédgico, del tipo de alimentacidén, de stress fisioldgico
o psicoldégico, de infeccidén fungica, de quimioterapia o por

herencia genética. Debido a esto, son utilizados diversos
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tratamientos farmacoldédgicos y no farmacoldgicos (implantes vy
aplicaciones de laser) en el intento de revertir esta

situacidn.

En la terapéutica capilar, para que un farmaco tenga la
accién deseada, es necesario que el mismo alcance el foliculo
capital (en la epidermis), lugar donde se encuentra la encima
responsable del desencadenamiento de la patologia, sin permear
a los capilares sanguineos que irrigan el foliculo piloso
(evitando una accidén sistémica). Asi, para que una formulacidn
sea efectiva, es necesario que sea capaz de promover la
penetracidén y la retencidén del fadrmaco en su lugar de accidn
((DRAKE, L., et al.; “The effects of finasteride on scalp skin
and serum androgen levels in men with androgenetic alopecia”
Journal of the American Academy of Dermatology, 1999, wv. 41,

n. 4, p. 550-554).

La alopecia androgénica es la transformacidén del foliculo
capilar maduro (terminal) en un foliculo inmaduro (velus) a
través de sucesivos ciclos capilares con un acortamiento del
tiempo de 1la fase andgena. De esta forma, debido a la
reduccién en el tiempo de crecimiento y de desarrollo del
pelo, el mismo termina tornandose progresivamente mds corto,
més fino y, muchas veces, sin coloracidén (INUI, S.; ITAMI, S.;
“Molecular basis of androgenetic alopecia From androgen to
paracrine mediators through dermal papilla”. Journal Of
Dermatological Science, 2011, v. 61, p.l1-6). Este es el tipo
de alopecia méds comin y que incluye principalmente a los

hombres, estando ligada, entre otros factores, a la regulacidn
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de las hormonas sexuales. Un mayor entendimiento de la
calvicie androgénica se dio con los estudios de Hamilton
(1942) que describidé un patrén de pérdida capilar y la
fisiologia de un proceso ligado a una predisposicidédn genética
del foliculo capilar que ocurre bajo la influencia de las
hormonas andrégenas TRUEB, R.M.; “Molecular mechanisms of
androgenetic alopecia”. Experimental Gerontology, 2002, wv. 37,
n. 8-9, p. 981-990). Sin embargo, no existe un correlato entre
la alopecia androgénica vy los niveles de testosterona,
testosterona libre vy de testosterona biodisponible. Es
probable que las bases patogénicas de la calvicie sean medidas
a través de senalizaciones intracelulares en el foliculo
capilar (INUI, S.; ITAMI, S.; “Molecular basis of androgenetic
alopecia: From androgen to paracrine mediators through dermal
papilla”. Journal Of Dermatological Science, 2011, v. 61, p.l-
6).

A través de la accién de la enzima 5So-redutasa, la
testosterona se convierte en una hormona mas potente, la
dihidrotestosterona (DHT). Se cree que su accidn es superior a
la de la testosterona por dos motivos principales: (i) la DHT
no puede convertirse en estrdégeno por la aromatasa,
permaneciendo solo su actividad puramente androgénica, (11)
estudios in vitro demostraron que la DHT se une con mas
afinidad al receptor androgénico que la testosterona (LIU, S.;
YAMAUCHI, H.; “Different patterns of 5So-reductase expression,
cellular distribution, and testosterone metabolism in human
follicular dermal papilla cells”. Biochemical and Biophysical

Research Communications, 2008, 368 p.858-864). La accidén de
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estas hormonas andrdgenas se da por la difusidén de las mismas
por la membrana celular con la finalidad de unirse al receptor
androgénico intracelular. Con esta unidén, el complejo hormona-
receptor sufre cambios conformacionales, ocurriendo de este
modo, una unién del complexo con el lugar promotor en el ADN,
desencadenando la produccioén de RNAs mensajeros que
transcribiran la respuesta genética (INUI, S.; ITAMI, S.;
“Molecular Dbasis of androgenetic alopecia From androgen to
paracrine mediators through dermal papilla”. Journal Of
Dermatological Science, 2011, wv. 61, p.1-6). En la unidén de la
DHT con el receptor androgénico presente en el foliculo
capilar, la respuesta desarrollada es 1la disminucidén de la
fase andgena del ciclo de crecimiento capilar vy, de esta
forma, el cabello pasa precozmente a la fase teldgena ELLIS,
J. A.; HARRAP, S. B.; “The genetics of androgenetic alopecia”

Clinics in Dermatology, 2001, wv. 19, p. 149-154).

La alopecia androgénica presenta un patrén en la caida
capilar, lo que facilita su diagnéstico vy facilmente 1la
diferencia de los demas tipos. Como patrdén se tiene
inicialmente la pérdida del cabello en la parte frontal o en
el vértice solamente, pudiendo expandirse a las demas
regiones. El grado de alopecia puede determinarse a través de
la escala Hamilton-Norwood. Esta escala apunta a tres tipos de
patrones de pérdida capilar: Patrdén vértice (donde la pérdida
del cabello se inicia en la parte posterior), patrdén anterior
(donde la pérdida de cabello de inicia en la parte frontal) y
el patrén normal (iniciando la pérdida tanto en la parte

frontal como en la parte posterior), siendo todos los patrones
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divididos en siete etapas del cabello (SINCLAIR, R.D.; “Male
androgenetic alopecia”. The Journal of Men's Health & Gender,

2004, v. 1, n. 4, p. 319-327).

Actualmente, el tratamiento de la alopecia puede ser tanto
tépico como sistémico. Entre los medicamentos aprobados por
ANVISA (Brasil), pueden citarse: (i) como sistémico, el
medicamento compuesto por finasterida (1 mg) de uso oral,
comercializado bajo el nombre de la marca Propecia®, que actua
como bloqueante de la hormona DHT, y (ii) como tdépicos: (a)
el medicamento a base de minoxidil, comercializado bajo el
nombre de marca Regain®/ Rogain®, en forma de mouse al 2%
(para mujeres) y al 5% (para hombres) y (b) el medicamente
basado en alfaestradiol, comercializado bajo el nombre de

marca Avicis®, en forma de solucidén al 0, 025%.

Los principios activos (finasterida y minoxidil) presentan
diversas dificultades de estabilidad, biodisponibilidad y de
formulacién que son resultado de sus propiedades fisico-
quimicas y bioldgicas/fisioldgicas. Para resolver o reducir
las caracteristicas negativas de los principios activos, se
investigaron alternativas para “proteger contra su

degradacidén” o para “aumentar su solubilidad”.

El desarrollo de nuevos sistemas de liberacidén de farmacos
ha sido objeto de perfeccionamientos que buscan la mejora en
la eficacia terapéutica y la seguridad en el uso, a través de
la modificacidén de los aspectos farmacocinéticos y

farmacodinamicos. Entre los sistemas coloidales de liberacidn
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de farmacos, se destacan las nanoparticulas poliméricas vy
liposomas (Avnesh Kumari, Sudesh Kumar Yadav, Subhash C.
Yadav, Biodegradable polymeric nanoparticles based
drugdelivery systems, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
Volume 75, Issue 1, 1 January 2010, Pages 1-18; Vladimir P.
Torchilin, RECENT ADVANCES WITH LIPOSOMES AS PHARMACEUTICAL
CARRIERS, NATURE REVIEWS, VOLUME 4, FEBRUARY 2005, p. 145).
Debido a sus potencialidades terapéuticas y a la mayor
estabilidad durante el almacenamiento y en el contacto con los
fluidos biolégicos, las nanoparticulas poliméricas,
constituidas por polimeros biodegradables, han atraido una
mayor atencidén de los investigadores, cuando son comparadas
con los liposomas (SCHAFFAZICK, S. H., et al.; "“Caracterizacao
e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos
nanoparticulados para a administragdo de farmacos” Quimica

Nova, 2003, v. 26, n. 5, p. 726-737).

Las nanoparticulas poliméricas son sistemas coloidales
conductores de farmacos que presentan didmetros entre 10 vy
1000 nm, siendo divididas, conforme sus arquitecturas
supramoleculares, en vesiculares o matriciales. Nanocdapsulas
(vesiculares) presentan un nucleo oleoso envuelto por una
matriz polimérica, pudiendo el farmaco estar disperso en el
ntcleo y/o adsorbido a la pared polimérica. Las nanoesferas
(matriciales) no presentan el nucleo oleoso, solo la
estructura polimérica, de esta forma el farmaco puede estar
retenido o adsorbido en la matriz polimérica. Las
nanoparticulas constituidas de polimero biodegradable fueron

preferidas por presentar mayor potencialidad terapéutica, alta
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estabilidad en los fluidos bioldgicos y durante el
almacenamiento ((SCHAFFAZICK, S. H., et al.; "“Caracterizacao e
estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos
nanoparticulados para a administragdo de farmacos” Quimica

Nova, 2003, wv. 26, n. 5, p. 726-737).

Para la preparacién de estos sistemas nanoparticulados,
pueden ser utilizados diferentes procesos fisico-quimicos,
tales como: (1) deposicidén interfacial de polimeros
preformados, (b) salting-out, y la (c) emulsificacidn-
difusidén. Entre las principales técnicas para la preparaciodn
de nanocapsulas se destaca la deposicidén interfacial de
polimeros preformados, propuesta por Fessi y sus colaboradores
en 1989 (FESSI, H.; et al; “Nanocapsule formation Dby
interfacial polymer deposition following solvent
displacement”. International Journal of Pharmaceutics, 1989,
v. 55, n. 1, p. R1I-R4), en la cual el polimero es disuelto en
solvente organico junto con el componente oleoso, el
tensocactivo 1lipofilico y el farmaco o activo a encapsular.
Esta fase organica/ oleosa es inyectada, Dbajo agitacidn
moderada, sobre una fase acuosa, la cual estd compuesta de
agua y tensoactivo hidrofilico. Esta mezcla origina, de forma
espontanea, las nanocapsulas, con diametros promedios situados
entre 200 y 500 nm. Finalmente, el solvente orgdnico y el

exceso de agua son removidos.

La mayoria de los productos de uso tdpico disponibles para
el tratamiento de la alopecia consiste en una formulacidén con

los principios activos disueltos en una solucidn
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hidroalcohdélica. Mientras tanto, debido a la baja
permeabilidad de algunos féarmacos a través de la capa de
queratina, unicamente una fraccidén de la dosis aplicada llega
al 1lugar de accidén, penetrando en los poros capilares vy
foliculos (TSUJIMOTO, H., et al.; “Evaluation of the
permeability of hair growing ingredient encapsulated PLGA
nanospheres to hair follicles and their hair growing effects”.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2007, v. 17, p.
4771-4777) . Como resultado, el crecimiento capilar con el uso
de estos productos no supera las expectativas de los
consumidores, llevando a la falta de adhesién al tratamiento.
Estudios recientes confirmaron la hipdtesis de que las
nanoparticulas pueden penetrar eficientemente en los foliculos
pilosos (LADEMANN, J., et al.; "Nanoparticles - An efficient
carrier for drug delivery into the hair follicles”. European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2007, v. 66, n.
2, p. 159-164) alcanzando estructuras funcionales profundas
donde permanecen almacenadas por algunos dias. En el caso de
sustancias no-particuladas, no fueron observados en los
foliculos pilosos o en el estrato cdérneo tales efectos a largo
plazo. Al principio, el estrato cdérneo no tiene la
caracteristica de reservorio de sustancias tépicamente
aplicadas ya que tales sustancias permanecen localizadas en la
superficie de la piel o en las capas celulares superiores (que
son continuamente removidas por descamacidn). Por lo tanto,
los foliculos pilosos se convierten, a largo plazo, en los
unicos reservorios para sustancias no- particuladas de wuso
toépico. Estas observaciones muestran que los foliculos

pilosos son importantes objetivos para la liberacidén de
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farmacos, ya que estdan rodeados por una estrecha red de

capilares sanguineos y células dendriticas (células de
Langerhans) .

Por ejemplo, el efecto de las nanoesferas de
poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA) conteniendo tres
diferentes activos (Hinokitiol, 4cido glicirretinico y 6-

bencilaminopurina) para el crecimiento capilar fue evaluado in
vivo (TSUJIMOTO, H., et al.; "“Evaluation of the permeability
of hair growing ingredient encapsulated PLGA nanospheres to
hair follicles and their hair growing effects”. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters, 2007, v. 17, p. 4771-4777).
Analizando la intensidad de la fluorescencia de estos
principios activos en biopsias del cuero cabelludo humano, los
autores verificaron que las nanoesferas ejercieron un efecto
de permeabilidad en los poros 2 a 2,5 veces mayor cuando
fueron comparadas con el grupo de control de los mismos
ingredientes activos en una solucidén tampdn (PBS). Fue posible
también visualizar un aumento en la actividad capilar, cuyo
ciclo pasé de la fase de reposo a la fase de crecimiento,
sugiriendo que las nancesferas de PLGA pueden ser prometedores

vehiculos de farmacos en los foliculos pilosos.

Hasta el momento, pocos trabajos de literatura relatan el
vehiculo de la finasterida en sistemas nanoparticulados. En
el documento US20060204588, de titularidad de Elan Pharma
International Limited, se describe una composicidn
farmacéutica conteniendo finasterida nanoparticulada (teniendo

un tamafio promedio inferior a 2000nm) y por lo menos un
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estabilizador de superficie, que puede estar adsorbido o
asociado con la superficie del principio activo. Respecto del
método de preparacién de la formulacidén nanoparticulada de
finasterida, el mismo comprende dispersar la finasterida en un
medio de dispersidén liquido, y mecanicamente reducir el tamaho

de la particula.

El pedido de patente US20110117045, de titularidad de
Fujifilm Corporation, trata de un producto a base de
nanoparticulas de proteina conteniendo un ingrediente activo
para el tratamiento capilar, el producto estda compuesto por
nanoparticulas producidas a partir de proteinas (como caseina,
colagenos, gelatina, albumina, entre otras) estando presente
también un ingrediente activo que promueve el crecimiento
capilar, siendo incluida 1la finasterida y el minoxidil como

uno de esos ingredientes activos.

En el documento w02005000258, de titularidad de
Amorepacific Corporation, son descriptas las nanoparticulas
poliméricas automontadas comprendiendo un polimero anfifilico
y un ingrediente fisioldgicamente activo, siendo que el
polimero anfifilico comprende policaprolactona como Dbloque
hidrofdébico vy polietilenglicol como bloque hidrofilico, vy
dicho ingrediente fisioldgicamente activo esta comprendido por
el polimero anfifilico. El ingrediente fisioldgicamente
activo puede ser la finasterida (como es especificado en la
reivindicacién 10, ver también ejemplos 45-47) o el minoxidil
(ver pagina 8, lineas 8-18) . La motivacién del

perfeccionamiento reivindicado, es decir, el empleo de un
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polimero anfifilico en la formacién de nanoparticulas
conteniendo un ingrediente activo fue la de reducir la
inestabilidad coloidal causante de la precipitacién o
floculacién que ocurre cuando se utiliza un polimero

hidrofébico en la preparacién de las nanoparticulas.

Sin embargo, es deseable el empleo de un homopolimero que
es técnicamente menos complejo, y mds simple de obtener que un
copolimero que en verdad es una estructura en bloques de
polimeros en que la proporcién de las partes hidrofilica vy
lipofilica es dificil de controlar, implicando asi,
dificultades posteriores en la formacién de nanoparticulas,

especialmente de nanocapsulas.

Ademas de esto, el uso de copolimeros en bloque preparados
en la proporcién 1:1 de las porciones hidrofilicas vy
lipofilicas implica la falta de flexibilidad en el equilibrio
hidréfilo-1lipdfilo (EHL) lo que puede limitar la cualidad
nanotecnoldégica de la formulaciédn. La ©posibilidad de
variacién de la concentracidn del estabilizando (tensoactivo
hidrofilico o emulsionante) es una ventaja en la preparacidn
de nanoparticulas). Los homopolimeros lipofilicos pueden ser
formulados como nanoparticulas utilizando estabilizadores en
proporciones variadas en la formulacidén, propiciando una
optimizacién de la estabilidad fisica de los <coloides

nanotecnoldgicos.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén tiene el objetivo de proporcionar
una composicién farmacéutica eficaz para el tratamiento tdépico
de la alopecia, dicha composicidén comprende nanoparticulas
poliméricas, preferentemente nanocdpsoides, conteniendo
finasterida, aditivos y vehiculo farmacéuticamente aceptable,
y opcionalmente, aditivos. La invencién incluye también el
proceso de preparacién de las nanoparticulas poliméricas,
preferentemente nanocadpsoides de finasterida y minoxidil, que

integran dicha composicién farmecéutica.

Una primer concretizacién de la invencidn habla respecto
de una composicidén farmacéutica de uso tdpico comprendiendo
una cantidad terapéuticamente eficaz de nanoparticulas
poliméricas, preferentemente nanocapsoides conteniendo

finasterida y minoxidil, establemente dispersos en un vehiculo

farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente conteniendo
aditivos.
En una segunda concretizacién, dichas nanoparticulas

poliméricas, preferentemente nanocédpsoides, son formadas por
medio de la preparacién de las fases orgdnica y acuosa, en
que:

— la Fase orgdnica comprende: (a) un polimero hidrofébico,
(b) un aceite fijo, (c) por lo menos un tensoactivo lipofilico
de bajo EHL, (d) un solvente, y (e) finasterida, y

- la Fase acuosa comprende: (a) por 1lo menos un

tensoactivo hidrofilico, (b) minoxidil, y (c) agua.
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En una tercer concretizacidén, la invencidn comprende el
uso de nanoparticulas poliméricas, preferentemente
nanocapsoides, para la preparacién de una composicidn

farmacéutica para el tratamiento de la alopecia.

El proceso de preparacién de la composicién de la
invencidén comprende dos etapas. La primera etapa, referente a
la preparacién de las nanoparticulas poliméricas,
preferentemente las nanocédpsoides, de la invencidén comprende
las etapas de: (i) preparacién de la fase orgdnica por la
disolucidén del polimero hidrofébico y de la finasterida, un
aceite fijo, por lo menos un tensoactivo de bajo EHL, en un
solvente orgdnico y un co-solvente; (ii) preparacién de la
fase acuosa por la disolucidén de minoxidil, de por lo menos un
tensoactivo hidrofilico, preferentemente neutro, en agua;
(iii) inyeccidén de la fase orgdnica en la fase acuosa para
permitir la formacién de la emulsioén primaria de
nanoparticulas en la interface de dos fases, siendo la mezcla
mantenida bajo agitacién por un tiempo suficiente para el
encapsulamiento adecuado de los ingredientes activos, (iv)
remocién del solvente orgdnico para permitir la recuperacidn

de la fase acuosa conteniendo las nanocdpsulas.

Luego de la preparacién de las nanoparticulas, las mismas
son suspendidas en un vehiculo adecuado, opcionalmente,
conteniendo aditivos, tales como, dispersantes, hidratantes,
agentes emolientes, espesantes, secuestrantes, conservantes,

antioxidantes, fragancias y similares.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la comparacién entre el perfil

granulométrico de los nanocapsoides de finasterida 0,20% vy

minoxidil 0,20% (n=3) [Grafico 1] y de las nanocapsulas de
finasterida 0,25% (n=3) [Grafico 2].

La Figura 2 muestra una microscopia electrdénica de

transmisidén de nanocapsoides de finasterida 0,1%.

La Figura 3 muestra fotografias de 1los animales en el
primer dia (foto 1), 15 dias (foto 2) y 23 dias (foto 3) de
tratamiento para los grupos tratados con: (A) Nanocapsulas de
finasterida 0,25%), (B) Nanocapsdéides de finasterida 0,20% vy

minoxidil 0,20% y (C) Pilexil®.

La Figura 4 ilustra el andlisis histopatoldégico de la
piel retirada del dorso de los animales luego de 23 dias de
tratamiento con (A) Nanocapsdéides de finasterida 0,20% vy

minoxidil 0,20% y (B) Pilexil®.

La Figura 5 muestra el numero promedio de foliculos

maduros por campo histoldégico analizado (n=12) para los
animales tratados con: (A) Nanocapsulas de finasterida 0,25%),

(B) Nanocapsdides de finasterida 0,20% y minoxidil 0,20% y (C)

Pilexil®.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicidn
farmacéutica eficaz en el tratamiento tépico de la alopecia,
dicha composicién comprendiendo sistemas nanoparticulados,
preferentemente nanocdpsoides de finasterida y minoxidil,
vehiculos farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente

conteniendo aditivos.

El término nanocapsdéide, como es utilizado aqui, significa
nanocapsulas poliméricas preparadas por un  proceso de
nanoencapsulacién en que es utilizado, en la fase organica, un

solvente y un co-solvente.

La invencidén incluye también el proceso de preparacidén de
las nanoparticulas poliméricas, preferentemente nanocapsoides

de finasterida y minoxidil, que integran dicha composicidn.

La finasterida es un azo-esteroide sintético con potente
accién antagonista selectiva sobre la enzima 5Sa-redutasa del
tipo 2. La finasterida actua por 1la unidén irreversible a la
enzima, impidiendo 1la conversién de la testosterona a su
metabolito activo, la dihidrotestosterona (DHT). El uso de la
finasterida fue inicialmente aprobado para la reduccidén del
tamafio de la prdstata con obstruccidén wurinaria asociada
(hiperplasia benigna de préstata), visto que la DHT en
hombres, a pesar de ser responsable por el desarrollo de la
proéstata, puede estar involucrada en el desarrollo de la

hiperplastia. Sin embargo, se observo que los pacientes que
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hacian uso de este farmaco presentaban también una reversidn
del cuadro de alopecia. Por este motivo, comenzaron a
desarrollarse estudios para investigar el potencial de la
finasterida en el tratamiento de la calvicie (SINCLAIR, R. D.;
“Male androgenetic alopecia: part II”. The Journal of Men's
Health & Gender, 2005, wv. 2, n. 1, p. 38-44). Un estudio
realizado por Kaufman y colaboradores (2008), con 1553 hombres
entre 18 y 41 anos, evalud la accién de la finasterida en la
dosis de 1 mg por dia frente a un placebo, durante cinco anos.
Como resultado el tratamiento con finasterida 1llevd a wuna
disminucién en la probabilidad de la pérdida visible del
cabello, comparado con el aumento de la probabilidad de
pérdida visible de cabello en los pacientes tratados con
placebo. En este estudio, al final de 5 afos, el 75% de los
pacientes tratados con placebo desarrollaron calvicie y solo
10% de los pacientes tratados con finasterida desarrollaron la
patologia. Una revisidén sobre la seguridad y la eficacia de
la utilizacidén de la finasterida para el tratamiento de la
alopecia androgénica en mujeres mostrd, como conclusidn, que
este farmaco puede ser utilizado de forma segura y eficaz en
los casos en que el tratamiento tépico con minoxidil no sea
efectivo STOUT, S. M.; STUMPF, J. L.; “Finasteride Treatment
of Hair Loss in Women”. The Annals of Pharmacotherapy, 2010,

v. 44, n. 6, p.1090-1097).

El minoxidil fue introducido en la terapéutica en 1965
para el tratamiento de la hipertensién, sin embargo, se
observé que el minoxidil administrado oralmente causaba

hipertricosis. A partir de esta evidencia y de estudios
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subsiguientes, el minoxidil fue aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) para el tratamiento de la alopecia
androgenética en hombres (en la concentracién de 5%) y en
mujeres (en la concentracidén del 2%). Sin embargo, si bien la
solucidén toépica de minoxidil presenta comprobada seguridad vy
efectividad, pueden ocurrir efectos adversos a su uso.
FRIEDMAN y colaboradores (2002) relataron casos de alergia de
contacto, que incluian prurito, eritema vy resecamiento del
cuero cabelludo. Algunos pacientes presentaron sensibilidad al
minoxidil, pero principalmente al propilenglicol, componente
presente en la solucidén tépica como co-solvente y promotor de
absorcidn (FRIEDMAN, E. S.; et al;. “Allergic contact
dermatitis to topical minoxidil solution: Etiology and
treatment”. Journal of American Academy of Dermatology, 2002,

v. 46, n. 2, p. 309-312).

La presente invencidn evita desventajas y efectos adversos
asociados con 1la administracidén sistémica de finasterida vy
tdpica de finasterida y minoxidil para el tratamiento de la
alopecia con reduccidén de los efectos colaterales causados por
estos dos principios activos.

La invencién de basa en la elaboracidén de nanoparticulas
poliméricas, preferentemente nanocapsdéides, de finasterida vy
minoxidil, por medio de un método de deposicidén interfacial de
polimero preformado, en el cual es primero hecha la disolucién
de la finasterida, de un polimero hidrofdébico, de por lo menos
un aceite fijo y de por lo menos un tensoactivo de bajo EHL
(Equilibrio Hidrdé6filo Lipdéfilo), en un solvente organico y co-

solvente, para formar la fase orgédnica, y la disolucidén de
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minoxidil y de por lo menos un tensoactivo hidrofilico,

preferentemente neutro, en agua, para formar la fase acuosa.

Si bien las nanoparticulas, término que incluye
nanoesferas, nanocapsulas y nanocapsdides, pueden ser
ventajosamente producidas por la presente invencidn,

preferentemente, la invencidn esta particularmente dirigida a
la preparacién de nanocapsdéides realizada, preferentemente,
por el método de deposicidédn interfacial. Sin embargo, debe
quedar claro que otros métodos pueden ser usados para la

produccién de las nanocapsulas de la invencidn.

Dichas nanoparticulas poliméricas, preferentemente
nanocapsdides, estan formadas a partir de las fases orgdnicas
y acuosa, siendo que:

— la Fase orgdnica comprende: (a) un polimero hidrofébico,
(b) un aceite fijo, (c) por lo menos un tensoactivo lipofilico
de bajo EHL, (d) un solvente, y (e) finasterida, y

- la Fase acuosa comprende: (a) por lo menos un
tensoactivo hidrofilico, (b) minoxidil, y (c) agua.

Dicho polimero utilizado para encapsular la finasterida es
un polimero hidrofdébico seleccionado del grupo consistiendo de
polimeros vinilicos, poliésteres, poliamidas, poliuretanas, vy
policarbonatos. Preferentemente, el polimero hidrofdébico
empleado es un polimero biodegradable del grupo de 1los
poliésteres teniendo punto de fusidén menor a 120°C. Con mayor
preferencia, el polimero hidrofdébico biodegradable delo grupo
de los poliésteres es un poli(lactido), un poli(glicolido),

copolimeros de poli(lactido-co-glicolido), una
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policaprolactona, un copolimero de policaprolactona con un
poliéster, con una poliamida, con wuna poliuretana o con un
polimero wvinilico, y con aun mayor preferencia, es la poli(e-

caprolactona) .

Dicho aceite fijo wutilizado en la fase orgdnica de la
preparacidén de las nanoparticulas poliméricas de la invencidn
es seleccionado del grupo que consiste en aceite de canola,
aceite de soja, aceite de oliva, triglicéridos de la cadena
media, siendo preferentemente utilizados los triglicéridos de
la cadena media. Entre los triglicéridos de la cadena media
seccionado del grupo de triglicéridos de los 4acidos cdaprico y
caprilico, dicaprilocaprato de propilenglico,
magrocolglicéridos de oleila, lauroila y linoleico. Con mayor
preferencia aun, el uso como aceite fijo, de los triglicéridos
de cadena media, el triglicérido de los A4cidos caprico vy

caprilico.

Dicho tensoactivo lipofilico empleado en la fase organica
de preparacién de las nanoparticulas poliméricas de la
invencidén es un tensocactivo de bajo EHL, preferentemente con
un valor en la franja de 3 a 6, siendo liquidos o sdélidos,
preferentemente sdélido, seleccionado del grupo que consiste en
monoestearato de sorbitano, diestearato de sorbitano,
triestearato de sorbitano, macrogolgliceridos
caprilocaproilico, lauratos de propilenglicol, caprilatos de
propilenglicol, monoestearato de glicerila, oleatos de

poliglicerila, o sus mezclas. Preferentemente, el tensoactivo
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lipofilico utilizado en la fase orgadnica de la invencidn es el

monoestearato de sorbitano.

El solvente utilizado en la fase organica de preparacién
de las nanoparticulas poliméricas de la presente invencidén es
un solvente orgdnico seleccionado del grupo gque consiste en
acetona, dimetilsulfdxido, dimetilformamida, N-—
metilpirrolidona, dioxano, acetonitrila, metiletilcetona, u
otro solvente que presente propiedades fisico-quimicas de
interaccidén intermolecular con el agua. En una concretizacidn
preferida de la invencidn el solvente orgdnico es

preferentemente la acetona.

Dicho co-solvente utilizado en 1la fase orgdnica de la
preparacién de nanoparticulas poliméricas de la presente
invencién es seleccionado del grupo gque consiste en de
metanol, etanol, propanol, e isopropanol, u otro alcohol,
mono-—, di-, tri-, o polihidroxilado, glicerol, sorbitol,
polietilenglicol, manitol, propilenglicol En una
concretizacién preferida de 1la invencidén el co-solvente es
preferentemente el etanol. ElI uso de etanol en la fase
organica como co-solvente, propicia la formacidn de
nanocapsoides con calidad nanotecnoldgica inesperada, ya que
el polimero poli(e-caprolactona) es insoluble en metanol o
etanol. Sin embargo, para tener granulometria nanoscdpica, los
componentes de la fase organica deben ser solubles vy

utilizados por debajo de la concentracién de saturacidn.
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La fase acuosa contiene por lo menos un tensoactivo
hidrofilico para la preparacidén de las nanoparticulas de la
invencidén siendo de preferencia un emulsionante como polimeros
polioxigenados, o un tensoactivo idénico, como lecitina, o un
tensoactivo neutro seleccionado del grupo consistiendo en
polisorbato 20, 60 o 80, estearato de macrogol, cetoestearil
éter de macrogol, lauril éter de macrogol, oleil éter de
macrogol, oleato de macrogol, polioxil aceite de papaya,
polioxil aceite de papaya hidrogenado, o sus mezclas.
Preferentemente es utilizado el polisorbato, vy con mayor
preferencia aun es elegido el polisorbato 80, para la fase
acuosa de la preparacién de las nanoparticulas de la

invenciédn.

La suspensién acuosa de nanoparticulas poliméricas
comprende:

- en la fase organica: (a) de 0,001% a 80,0% (p/p) de

oe

finasterida, (b) de 0,01 a 30,0% (p/p) de un polimero
hidrofébico, (c) de 0,01% a 50,0% (p/p) de un aceite fijo, (d)
de 0,01% a 50,0% (p/p) de por 1lo menos un tensoactivo
lipofilico de bajo EHL, preferentemente sélido, y (e) de 10% a
80% (p/p) de un solvente orgdnico; y (f) de 0,001% a 50% (p/p)
de un co-solvente; y

- en la fase acuosa (a) de 0,01% a 80,0% (p/p) de
minoxidil, (b) de 0,05% a 20,0% (p/p) de por lo menos un
tensoactivo hidrofilico, y (c) de 10% a 90% (p/p) de agua.

En una formulacién preferencial de la suspensidén acuosa,

las nanoparticulas poliméricas, preferentemente nanocdpsoides,

comprenden:
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- en la fase organica: (a) de 0,005% a 50,0% (p/p) de
finasterida; (b) de 0,05% a 20,0% (p/p) de un polimero
hidrofébico, preferentemente poli(e-caprolactona); (c) de
0,05% a 20,0% (p/p) de wun aceite fijo, preferentemente
triglicéridos de cadena media; (d) de 0,05% a 20,0% (p/p) de
por lo menos un tensocactivo lipofilico, preferentemente el
monoestearato de sorbitano; (e) de 10% a 80% (p/p) de un
solvente organico, preferentemente la acetona; y (f) de 0,001%
a 50% (p/p) de un co-solvente, preferentemente etanol; vy

- en la fase acuosa: (a)de 0,005% a 50,0% (p/p) de
minoxidil, (b) de 0,05% a 20,0% (p/p) de por lo menos un
tensoactivo hidrofilico, preferentemente polisorbato y (c) de

10% a 90% (p/p) de agua.

La composicién farmacéutica para el tratamiento de 1la

alopecia contiene: (A) los nanocapsdéides de la presente
invencién, comprendiendo (a) de 0,01% a 2,5% (p/p) de

finasterida; (b) de 0,01% a 10,0% (p/p) de minoxidil; (c) de
0,1% a 10,0% (p/p) de un polimero hidrofdbico, preferentemente
la poli(e-caprolactona); (d) de 0,1% a 5,0% (p/p) de un aceite
fijo, preferentemente triglicéridos de cadena media; (e) de
0,1% a 5,0% (p/p) de por lo menos un tensoactivo lipofilico de

bajo EHL, preferentemente el monoestearato de sorbitano; (f)

de 0,001% a 10% (p/p) de un tensoactivo hidrofilico,
preferentemente el polisorbato 80; y (B) un vehiculo

farmacéuticamente aceptable, siendo que las cantidades de 1los
componentes de los nanocapsdéides estan en porcentaje de la
formulacién final y dichos nanocapsdéides estan dispersos en

dicho vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Una composicidn farmacéutica preferencial para el
tratamiento de la alopecia de la presente invencidén comprende
de 0,01 a 1,0% (p/p) de finasterida y 0,01% a 2,0% (p/p) de
minoxidil, en forma de nanoparticulas poliméricas,
preferentemente en forma de nanocapsoides, dispersos en un

vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicidén farmacéutica para el tratamiento de la

alopecia contiene, opcionalmente, aditivos tales como
dispersantes, tensoactivos, agentes hidratantes, agentes
emolientes, espesantes, secuestrantes, conservantes,

antioxidantes, fragancias y similares.

A continuacioén son presentadas concretizaciones
especificas de la invencidn. Sin embargo, debe entenderse que
tales ejemplos son provistos unicamente para fines
ilustrativos y que varias modificaciones o cambios, en vista
de las concretizaciones aqui presentadas seran sugeridas a los
especialistas en la técnica y deben incluirse dentro del
espiritu y el alcance de esta descripcidén y alcance de las

reivindicaciones que la acompahnan.

EJEMPLO 1 Preparacién de los nanocapsdides de la invencién
conteniendo 0,20% de finasterida y 0,20% de minoxidil.

EJEMPLO 1.1: Preparacidén de los nanocapsdides de finasterida v

monoxidil



10

15

24 / 53

Las suspensiones de nanocapsdéides de finasterida fueron
preparadas a partir de una solucidén orgdnica de una mezcla de
acetona y etanol conteniendo poli (€-caprolactona), triglicérido
de cadena media (Triglicéridos de acidos caprico y caprilico),
monoestearato de sorbitano y la finasterida empleandose la

composicidén descripta en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicién de las suspensiones de nanocapsdides de
poli(é-caprolactona) conteniendo 0,20% de finasterida y 0,20%

de minoxidil basado en la formulacidén final

El polimero

entre 20°C y 40°C,

Triglicéridos de dcidos

3,30 ml
cdprico e caprilico
Monoestearato de sorbitano 770 mg
Poli (e-caprolactona) .000 mg
Acetona 200 ml
Etanol 50 ml
Finasterida 200 mg

Polisorbato 80 770 mg
Minoxidil 200 mg
Agua destilada 500 ml

fase organica junto con la finasterida,
caprico y caprilico y el

(monoestearato de sorbitano), bajo

(Poli(e-caprolactona))

preferentemente a 40°C,

tensoactivo

solubilizado en la
los triglicéridos de
de
calentamiento

empleando acetona

moderado
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como solvente y etanol como co-solvente. El tensocactivo neutro
(polisorbato) y el minoxidil fueron disueltos en agua para
formar la fase acuosa. Luego de la solubilizacién de todos los
componentes de la fase orgadnica y de la fase acuosa, la fase
oleosa fue inyectada, con ayuda de un embudo, sobre la fase

acuosa.

Luego de la formacién de la emulsidén primaria de
nanocapsdéides de la invencidn, la misma se mantuvo bajo
agitacidén moderada durante 10 minutos y, entonces, concentrada
a un volumen final de 100 mL, en evaporador rotatorio bajo
presién reducida en bafo termostatizado en el baldn de
evaporacién entre 10°C y 80°C, preferentemente entre 30°C vy
45°C para la eliminacidén del solvente y co-solvente organicos
y del exceso de agua, para ajuste de la concentracidén final de

la finasterida y minoxidil.

EJEMPLO 1,2: Caracterizacidén de la formulacidn

A, Determinacidén de pH

La determinacién del ph se realizdé en potencidmetro
calibrado con solucién tampdén pH 4,0 y 7,0, directamente en

las suspensiones, a través del promedio de tres repeticiones.

B. Determinacidén del didmetro de particula e indice de

polidispersidén por esparcimiento miltiple de luz.

Para la determinacién del didmetro y del indice de

polidispersién de las nanoparticulas en suspensidén a través de
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esparcimiento de luz dindmico se utilizd el equipo Zetasizer®
nano-2S modelo ZEN 3600, Malvern, EUA. Para ello, las muestras
fueron diluidas en agua MilliQ® (filtrada en filtro 0,45 um,
Millipore Millex-HP) 500 veces a temperatura ambiente y los
resultados determinados a través del promedio de tres

repeticiones.

C. Determinacién de la distribucién de tamafo de

particula por difractometria de laser.

Para evaluar si existe la presencia concomitante de
poblacidén micrométrica fueron realizados andlisis de tamano de
particulas por difraccién de laser (Mastersizer 2000, Malvern,
UK). Los analisis se realizaron por adicidén de una muestra de
la formulacidén en el accesorio de dispersidn conteniendo cerca
de 100 mL de agua destilada. El1 monto adicionado fue el
suficiente para alcanzar un oscurecimiento entre 0,02 y 0,10.
Para evitar interferencias la sefal de fondo (del agua) fue

medida antes de la adicidén de la muestra.

D. Potencial zeta

El potencial zeta de las suspensiones de nanoparticulas se
determind a través de la metodologia de electroforesis en el
equipo Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, EUA). La
determinacién se realizdé a partir de diluciones de 500 veces
en solucidén NaCl 10 mM (filtrada en filtro 0,45 pm, Millipore
Millex-HP) vy los resultados fueron obtenidos a través del
promedio de tres determinaciones.

E. Viscosidad
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La viscosidad de las suspensiones se midié utilizando un
viscosimetro vibracional (Sv-10, A&D Company, Japdn). Para
ello, la viscosidad se midié directamente en las suspensiones,

durante 30 segundos con recoleccién de datos cada 5 segundos,

a una temperatura de 25 = 1,0°C.

F. Dosificacién de Finasterida en la formulacién

Para la dosificacién de finasterida, la suspensién de
nanoparticulas poliméricas fue tratada con acetonitrila en
ultrasonido (por 30 minutos) ocasionando la extraccidén del
fdrmaco de 1la formulacién. La dosificacidén del farmaco fue
entonces realizada a través de cromatografia liquida de alta

eficiencia (CLAE).

El anadlisis fue realizado en cromatdgrafo Perkin Elmer
Series 200, siendo wutilizado detector wultravioleta visible
(con A de 210 nm para la finasterida), columna LiChrospher 100
RP-18 (5um, 250 x 4 mm), precolumna del mismo material (5 um)
y fase moébil isocratica de acetonitrila: agua (75:25), flujo

1

de 1 mL.min -~ y volumen de inyeccidén de 100 pL.

G. Dosificacién de Minoxidil en la formulacién
La dosificacidn del minoxidil fue realizada en
espectrofotdmetro. Para ello la suspensién de nanoparticulas

poliméricas fue tratada con metanol en ultrasonido (por 30
minutos) ocasionando la extraccidn del farmaco de la

formulacidn. Luego las muestras fueron leidas en
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espectofotdémetro, en largo de onda de 245nm, siendo utilizado
como haz referencia una formulacidén de nanocapsdéides blancos
(preparada de la misma forma, sin la presencia de los

farmacos) .

H. Verificacién de la presencia de cristales

Para verificar la eventual ©presencia simulténea de
cristales (fdrmaco disperso en la fase acuosa), se realizd,
inicialmente, la cuantificacién del farmaco por CLAE de una
formulacién recién preparada. Luego, esa formulacién fue
dividida en dos muestras: La primera fue dejada en reposo y la
segunda fue agitada antes de 1la dosificacidén, la que fue
nuevamente realizada luego de 30 dias. De la muestra mantenida
en reposo se tomdé solo una alicuota del sobrenadante (evitando
cualquier movimiento), de la otra nmuestra, se tomd una
alicuota (referente al 20% del sobrenadante) luego de la

agitacidén en vortex por 15 segundo.

I. Ensayo in vivo para la determinacién de la capacidad

de recuperacidn capilar

La técnica utilizada fue una modificacién de la descripta
por Matias y colaboradores (1989), aprobada por el Comité de

Etica de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul.

Para los experimentos fueron utilizados ratones-hembras,
hibridos B6CBAF1l, provenientes de bioterio de la Universidade
do Vale do Itajai (UNIVALI). Los animales quedaron bajo
condiciones convencionales de temperatura y humedad relativa

durante el experimento, con ciclo claro y oscuro de 12 horas
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cada uno. Todos los animales recibieron inyecciones
subcutdneas de testosterona 1%, dispersa en una mezcla de
polisorbato 80 en agua (100 mg.mLJJ, en la dosis de 1 mg/dia.

Fueron aplicadas 5 inyecciones por semana durante 4 semanas.

En la primer semana los animales recibieron solo las
inyecciones de testosterona. El primer dia de la segunda
semana de experimento, todos los animales tuvieron el dorso
depilado con crema depilatoria Veet® para la total remocidén de
los pelos. Luego de la depilaciédn, se mantuvieron las
inyecciones diarias de testosterona, siendo incrementada en el
tratamiento wuna aplicacidén tépica diaria de formulacidn,
conforme el grupo de tratamiento (placebo, tratamiento,
controles). Para los grupos de tratamiento se utilizé la
formulacién optimizada conteniendo nanocapsdides de la
presente invencidén, la cual fue comparada con los resultados
de la formulacién de finasterida al 0,25% revelada en pedido
de patente co-pendiente de la misma Depositante del presente
pedido de patente. Ademds fueron testeadas la formulacidén para
el tratamiento toépico de la alopecia androgénica, disponible
en el mercado bajo el nombre de marca Pilexil® (extracto de

Serenoa serrulada 22,0%, Velant).

Para el seguimiento del crecimiento del pelo, fueron
tomadas fotografias en los dias 1, 15 y 23. N° 24 dia los
animales fueron sacrificados por dislocacién de cervicales.
Una muestra de piel del dorso de 4 animales de cada grupo fue
removida y evaluada microscoépicamente. Para ello las laminas

fueron enviadas al Laboratorio Zanol, donde fueron preparadas
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y coloridas con hematoxilina-eosina. Se procedié entonces al
analisis en microscopio de luz (Zeiss - Primo Star acoplado a
la cdmara fotografica Canon  Power Shot, PC1250) para

determinar la fase de crecimiento en la cual los pelos se
encontraban (MATIAS, J. R., et al.; “Animal models of
androgen—-dependent disorders of the pilosebaceous apparatus.
1. The androchronogenetic alopecia (AGA) mouse as a model for
male-pattern baldness. Archives of Dermatological Research, v.

281, p. 247-253, 1989).

Para cuantificar los datos obtenidos por histologia, se
procedié al conteo de los foliculos maduros (con pigmentacidn
e insertados en el tejido adiposo) de cada una de las laminas
histoldégicas de cada grupo. Para ello, se analizaron 4 laminas
por grupo, siendo que el conteo se realizé en base a 3 focos
diferentes de la misma lamina, totalizando 12 campos
analizados por grupo. Para la comparacidén entre los grupos se

procedié al andlisis estadistico por ANOVA (o=0,05).

J. Ensayo in vivo para la determinacién de la capacidad

de recuperacidén capilar

Los andlisis fueron realizados en microscopio electrénico
de transmisidén (Jeol, JEM 1200 Ex1ll, Centro de Microscopia
Electrénica- UFRGS), operando a 80 kV. Las suspensiones
diluidas fueron depositadas en peliculas de soporte de carbono
en grids, negativamente coloradas con solucidén de acetato de

uranila (2% m/v) y observados en magnitud de 250.000 veces.
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EJEMPLO 1,3: Caracterizacidén fisico-quimica de la formulacidn

de nanocapsdides conteniendo 0,20% de finasterida y 0,20% de

minoxidil.
La Tabla 2 presenta 1los valores de didmetro (por
esparcimiento multiple de 1luz), indice de polidispersidn,

potencial =zeta, pH vy viscosidad para la formulacidén de
nanocapsdides conteniendo la asociacidén de finasterida vy

minoxidil de la invencidn.

Tabla 2. Caracterizacién fisico-quimica de la formulacidén de
nanocapséides conteniendo la asociacién de finasterida vy
minoxidil (0,20% de finasterida y 0,20% de minoxidil) de la
invencidén, comparada con la caracterizacidén de la formulacidn
de finasterida 0,25% (como revelada en pedido co-pendiente de

la misma depositante del presente pedido de patente)

Andlisis Formulacién 0,20% Formulacién 0,25%
finasterida y de finasterida
0,20% de minoxidil

Didmetro promedio 255 + 2 221 + 3
(nm)
Indice de 0,22 + 0,02 0,14 + 0,03
polidispersidn
Potencial zeta (mV) -11,7 = 1,2 -14.9 = 2,7
pH 6,4 £ 0,1 4,6 + 0,1
Viscosidad (mPa.s) 1,25 + 0,19 1,21 + 0,07

Esta formulacidén conteniendo dos ingredientes activos,

finasterida vy minoxidil, ©presentd caracteristicas fisico-
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quimicas préximas a las de la formulacidén conteniendo
unicamente finasterida (nanocdpsulas de poli(e-caprolactona)
conteniendo 0,25% del ingrediente activo), como, por ejemplo,
el diametro y el potencial =zeta. Sin embargo, el ©pH se
presentd mds préximo al wvalor neutro, probablemente debido a
la presencia de minoxidil en solucién en la fase acuosa

externa.

La Figura 1 presenta una comparacidén entre el perfil
granulométrico de las nanocapsdides de finasterida y minoxidil
(0,20% de finasterida y 0,20% de minoxidil) de la invencidn y
el de las nanocdpsulas de finasterida (0,25% de finasterida).
Conforme lo observado, los nanocapsdéides de la invencidn
conteniendo la asociacidén presentan la poblacidén micrométrica
levemente disminuida en relacién a la nanométrica. Para
facilitar esta visualizacidén los perfiles del triplicado del
lote de cada formulacidén fueron presentados en forma separada

en la Figura 1.

Para una mejor evaluacién de las caracteristicas
morfoldégicas de la formulacidén se procedié al anadlisis de
microscopia electrdnica de transmisidén como es mostrado en la

Figura 2.

EJEMPLO 1,4 Ensayo para la determinacidén de la capacidad de

recuperacién capilar de nanocapsdides de finasterida y

minoxidil de la invencién

La mejora en la eficacia en la capacidad de recuperacién

capilar por el wuso de la formulacidén de nanocapsdides
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conteniendo la asociacién de los farmacos finasterida vy
minoxidil de la invencidén fue averiguada por medio de un
ensayo in wvivo con esta formulacién de nanocapsulas que
contienen 0,25% de finasterida y con el uso de una formulacidn
disponible en el mercado, que tiene indicacidén de accidn
antiandrogénica para el tratamiento de la alopecia: Pilexil®
(Valeant), teniendo como activo el extracto de Serenoa

serrulata.

Para la realizacién del ensayo, los analisis de linaje
B6CBAF1 fueron tratados por una semana con 1inyecciones
subcutdaneas de testosterona y, en la segunda semana, tuvieron
el dorso depilado para el tratamiento y la determinacién, asi,
de la capacidad de recuperacién capilar de las formulaciones
testeadas. La Figura 3 presenta esta comparacidn de
tratamientos, a través de las fotos de los animales mas
representativos de cada grupo en los dias 1, 15 y 23, tratados
con: (A) formulacién de nanocapsulas conteniendo 0,25% de
finasterida, como es revelado en el pedido co-pendiente de la
misma Depositante del presente pedido; (B) formulacidén de la
invencidén conteniendo nanocapsdéides comprendiendo 0,20% de

finasterida y 0,20% de minoxidil; y (C) Pilexil®.

Conforme 1lo observado, 1la formulacién de la presente
invencidén presentd un resultado visual bastante superior al
del producto del mercado para el tratamiento de la alopecia

androgénica (Pilexil®).
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Cuando es comparada con la formulacién de nanocdpsulas
conteniendo 0,25% de finasterida, el resultado fue levemente
superior. Este resultado puede ser mejor constatado cuando
todos los animales de los grupos son analizados en conjunto.
Se puede observar un recubrimiento més completo de pelos en
todos los animales del grupo tratado con la formulacidén de la
presente invencién. A su vez, en el grupo tratado con la
formulacién de nanocdpsulas conteniendo 0,25% de finasterida,
algunos animales ademas presentaron algunas areas sin

recubrimiento total por el nuevo pelaje.

El analisis histopatoldégico, ilustrado en la Figura 4, vy
el conteo de células, ilustrado en la Figura 5, a partir de
las imdgenes de las laminas mostraron diferencias

significativas entre los grupos (ANOVA, o = 0,05).

La formulacién de nanocapsdides con asociacidén de los
farmacos finasterida vy minoxidil de 1la presente invenciédn
presenté un numero de foliculos por campo significativamente
superior al de la formulacién de Pilexil®, siendo similar al
presentado por la formulacidén de nanocapsulas conteniendo

0,25% de finasterida (ANOVA, o = 0,05).

Si  bien los resultados visuales, a través de las
fotografias de seguimiento del crecimiento de los ©pelos
utilizando la formulacidén de nanocapsdides conteniendo
finasterida vy minoxidil de la presente invencidén, se han
demostrado levemente superiores en comparacioén a los

presentados con el uso de la formulacidén de nanocdapsulas
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conteniendo 0,25% de finasterida, los resultados del conteo de
células mostraron similitudes entre estas dos formulaciones.
Con esto, se puede concluir que la adicidén de minoxidil ayuda
en la aceleracidén del crecimiento de los pelos (renacimiento),
sin favorecer, sin embargo a la evolucidén (maduracidén) de los
mismos. Es decir, el minoxidil acelera el crecimiento de los
pelos, pero no revierte el cuadro de involucidén capilar que
ocurre en la alopecia androgénica, reversién esta que es
propiciada por la finasterida.

EJEMPLO 2 Composiciones farmacéuticas comprendiendo los
nanocapséides de finasterida y minoxidil.

Ejemplo 2.A - Formulacién en forma de solucidn tdpica

Se prepara nanocapsdides de finasterida y minoxidil como
es descripto en el Ejemplo 1.1. ©La solucidén toépica es
preparada dando como resultado la formulacidén de la Tabla 3.
Tabla 3: Formulacidén en forma de solucidén tdépica conteniendo
la suspensidn de nanocapsdides conteniendo 0,025% de

finasterida y 0,20% de minoxidil.

Triglicéridos de &cidos

3,23
cdprico e caprilico
Monoestearato de sorbitano 0,77
Poli (e-caprolactona) 1,00
Finasterida 0,025
Polisorbato 80 0,717
Minoxidil 0,20
Agua destilada 94,005
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Ejemplo 2.B - Formulacidén en forma de gel tdpico

Se prepara nanocapsdides de finasterida y minoxidil como

es descripto en el Ejemplo 1.1.

Las suspensiones de nanocapsdéides preparadas como se
describe en el Ejemplo 2.7, fueron espesadas con 0,2% de
Carbopol 940®. Trietanolamina ¢g.s. fue adicionada hasta la
obtencién de viscosidad adecuada para la aplicacidén tédpica. EIL

gel resultante tiene la formulacidén presentada en la Tabla 4.

Tabla 4: Formulacidén en forma de gel toépico conteniendo la
suspensidén de nanocapsdides conteniendo 0,05% de finasterida vy

0,25% de minoxidil.

Triglicéridos de acidos

3,23
cdprico e caprilico
Monoestearato de sorbitano 0,77
Poli(e-caprolactona) 1,00
Finasterida 0,05
Polisorbato 80 0,77
Carbopol 940 0,20
Agua destilada 93,73
Trietanolamina qd.s.

EJEMPLO 2.C: Formulacidén en forma de locidn tdpica

Inicialmente se prepara la fase 1 conforme 1lo descripto

en el Ejemplo 2.A, utilizando la composicidén de la fase 1 de
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la Tabla 5. En forma separada, fundir los componentes de la
fase 2 en bafo de agua a 502C y retirar del calor luego de la
fusidén. Adicionar la fase 3 a la fase 1 y dispersar bajo
agitacidén magnética constante. Adicionar esta mezcla de las
fases 1 y 3 a la fase 2 fundida y enfriada a 40°C bajo
agitacidén mecdnica moderada para evitar la incorporacién de

aire.

Tabla 5: Formulacién en forma de locidén toépica conteniendo la
suspensidén de nanocapsdides conteniendo 0,1 % de finasterida vy

0,3 % de minoxidil.

Triglicéridos de acidos

3,23
caprico e caprilico
Monoestearato de sorbitano 0,77
Poli (e-caprolactona) 1,00
Finasterida 0,10
Polisorbato 80 0,77
Minoxidil 0,30

Agua destilada

Grasa de coco 2,0
propilparabeno 0,2
Metilparabeno

Salcare SC91 (INCI:

Poliacrilamida, e 2,0

Isoparafina C13-14, vy
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Laureth-7)

Todas las publicaciones y pedidos de patente mencionados
en la presente descripcidén son indicativos del nivel de los
especialistas en la técnica a la cual se refiere la invencidn.
Todas las publicaciones y pedidos de patente son aqui
incorporados a titulo de referencia en la misma extensidén como
si cada publicacién individual o cada pedido de patente fuera
especificamente e individualmente indicado para ser

incorporado a titulo de referencia.

A pesar de haber sido descriptas ciertas concretizaciones,
las mismas fueron presentadas como un modo ejemplificativo
unicamente, y no hay intencién de limitar el alcance de la
invencidn. De hecho, las nuevas concretizaciones aqui
descriptas pueden ser concretadas en una variedad de otras
formas, mas que eso, pueden realizarse varias omisiones,
reemplazos y cambios en la forma de las concretizaciones aqui
descriptas sin alejarse del espiritu de la invencidén. Las
reivindicaciones que acompanan esta descripcidén @y sus
equivalentes son consideradas como cubriendo tales formas o
modificaciones en la medida en que ellas pueden estar dentro

del alcance y espiritu de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticula polimérica caracterizada por comprender los
principios activos finasterida y minoxidil, siendo que dicha
nanoparticula es formada a partir de la preparacién de una

fase orgdnica y una fase acuosa, en que:

(a) la Fase organica comprende: (1) un polimero
hidrofébico, (ii) un aceite fijo, (iii) por lo menos un
tensoactivo lipofilico de bajo EHL, (iv) un solvente

organico, (v) un co-solvente y (vi) finasterida, y

(ii) la Fase acuosa comprende: (vii) por lo menos un

tensoactivo hidrofilico, (viii) minoxidil, y (ix) agua.

2. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizada ©por el hecho de estar en forma de
nanocapsoide.

3. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizada por el hecho de que dicho polimero

hidrofdébico es seleccionado del grupo que consiste en
polimeros wvinilicos, poliésteres, poliamidas, poliuretanas vy

policarbonatos.

4. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién
3, caracterizada por el hecho de que dicho polimero
hidrofébico es un polimero biodegradable del grupo de 1los

poliésteres teniendo punto de fusidén menor a 120°C.
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5. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
4, caracterizada por el hecho de que dicho ©polimero
biodegradable del grupo de los poliésteres con punto de fusidn
menor a 120°C es seleccionado del grupo gque consiste en un
poli(lactido), un poli(glicolido), copolimeros de
poli(lactido-co-glicolido), una policaprolactona, y copolimero
de policaprolactona con un poliéster, con una poliamida, con

una poliuretana o con un polimero vinilico.

6. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
5, caracterizada por el hecho de que dicha policaprolactona es

la poli(e-caprolactona) .

7. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizada por el hecho de dicho aceite fijo ser
seleccionado del grupo gque consiste em aceite de canola,
aceite de soja, aceite de oliva, triglicéridos de cadena

media, y sus mezclas.

8. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién
7, caracterizada por el hecho de que dichos triglicéridos de
cadena media son seleccionados del grupo que consiste en
triglicéridos de los acidos caprico y caprilico,
dicaprilocaprato de propilenoglicol, macrogolglicéridos de

oleila, lauroila, linoleoila y sus mezclas.
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9. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién
1, caracterizada por el hecho de que dicho tensoactivo
lipofilico de bajo EHL tiene un valor en la franja de 3 a 6 vy
es seleccionado del grupo que consiste en monoestearato de
sorbitano, diestearato de sorbitano, triestearato de
sorbitadn, macrogolglicéridos caprilocaproilico, lauratos de
propileno glicol, caprilatos de propileno glicol,
monoestearato de glicerila, oleatos de poliglicerila, vy sus

mezclas.

10. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién
9, —caracterizada por el hecho de que dicho tensoactivo

lipofilico de bajo EHL es el monoestearato de sorbitano.

11. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién
1, caracterizada por el hecho de que dicho solvente organico
es un solvente que presenta propiedades fisico-quimicas de
interaccién intermolecular con el agua y es seleccionado del
grupo que consiste en acetona, dimetilsulfdéxido,
dimetilformamida, N-metilpirrolidona, dioxano, acetonitrila,

metiletilcetona, y sus mezclas.

12. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién
11, caracterizada por el hecho de dicho solvente orgdnico es

acetona.

13. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacién

1, ~caracterizada por el hecho de dicho co-solvente ser
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seleccionado del grupo que consiste en metanol, etanol,
propanol, e isopropanol, u otro alcohol, mono-, di-, tri-, o
polihidroxilado, glicerol, sorbitol, polietilenoglicol,

manitol, y propilenoglicol.

14. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
13, caracterizada por el hecho de dicho co-solvente es el

etanol.

15. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizada por el hecho de que dicho tensoactivo
hidrifilico es seleccionado del grupo que consiste en
polimeros polioxigenados, tensoactivo 1dénico y tensoactivo

neutro.

16. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
15, caracterizada por el hecho de que dicho tensoactivo
hidrofilico es un tensoactivo neutro seleccionado del grupo
que consiste de polisorbato 20, 60 o 80, -estearato de
macrogol, cetoestearil éter de macrogol, lauril éter de
macrogol, oleil éter de macrogol, oleato de macrogol, polioxil
aceite de papaya, polioxil aceite de papaya hidrogenado, y sus

mezclas.

17. Nanoparticula polimérica de acuerdo con la reivindicacidn
15, caracterizada  por el hecho de dicho tensoactivo

hidrofilico neutro es polisorbato 80.
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18. Suspensién acuosa de nanoparticulas poliméricas como se

define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, dicha

suspensidn se caracteriza por el hecho de comprender:

(1)

(1i)

Una fase orgdnica conteniendo: (a) de 0,001% a 80,0%
(p/p) de finasterida, (b) de 0,01% a 30,0% (p/p) de
un polimero hidrofdébico, (c) de 0,01% a 50,0% (p/p)
de un aceite fijo, (d) de 0,01% a 50,0% (p/p) de por
lo menos un tensocactivo lipofilico de bajo EHL, (e)
de 10% a 80% (p/p) de solvente orgéanico, y (f) de

0,001% a 50% (p/p) de un co-solvente; vy

una fase acuosa conteniendo (g) de 0,001% a 80,0%
(p/p) de minoxidil, (h) de 0,05% a 20,0% (p/p) de por
lo menos un tensocactivo hidrofilico y (i) de 10% a

90% (p/p) de agua.

19. Suspensién acuosa de nanoparticulas poliméricas de acuerdo

con la reivindicacidén 18, dicha suspensidén se caracteriza por

el hecho de comprender:

(1)

(i1)

Una fase orgdnica conteniendo: (a) de 0,005% a 50,0%
(p/p) de finasterida; (b) de 0,05% a 20,0% (p/p) de
poli (e-caprolactona); (c) de 0,05% a 20,0% (p/p) de
triglicéridos de cadena media; (d) de 0,05% a 20,0%
(p/p) de monoestearato de sorbitano; (e) de 10% a 80%
(p/p) de acetona; e (f) de 0,001% a 50% (p/p) de

etanol; vy

Una fase acuosa conteniendo: (g) de 0,005% a 50,0%
(p/p) de minoxidil; (h) de 0,05% a 20,0% (p/p) de

polisorbato 80; y (i) de 10% a 90% (p/p) de agua.
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20. Composicidén farmacéutica para el tratamiento de la alopecia

caracterizada por comprender:

(A) nanocapsdides como son definidos en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, dichos nanocapsdides
comprendiendo (a) de 0,01% a 2,5% (p/p) de
finasterida; (b) de 0,01% a 10,0% (p/p) de minoxidil;
(c) de 0,1% a 10,0% (p/p) de un polimero hidrofdébico;
(d) de 0,1% a 5,0% (p/p) de un aceite fijo; (e) de
0,1% a 5,0% (p/p) de por lo menos un tensoactivo
lipofilico de bajo EHL; (f) de 0,001% a 10% (p/p) de

un tensoactivo hidrofilico; vy

(B) un vehiculo farmacéuticamente aceptable, siendo que
las cantidades de los componentes de los nanocapsdides
estdn en porcentaje de la formulacidén final y dichos
nanocapsdéides estan dispersos en dicho vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

21. Composicidén farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciédn
20, caracterizada por el hecho de: dicho polimero hidrofdébico
ser la poli (e-caprolactona), dicho aceite fijo ser
triglicéridos de cadena media, dicho tensoactivo lipofilico de
bajo EHL ser monoestearato de sorbitano y dicho tensoactivo

hidrofilico ser polisorbato 80.

22. Composicidén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacidn

20 o) 21, caracterizada por el hecho de comprender
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nanocapsoides dispersos en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable conteniendo de 0,01 a 1,0% (p/p) de finasterida y de

0,01 a 2,0% (p/p) de minoxidil.

23. Composicidén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién
20, caracterizada por el hecho de ser de administracidén tdpica

y de estar en forma de solucidén, gel o de locidn.

24. Composicidén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacidn

20, 21, 22 o 23, caracterizada por el hecho de comprender

adicionalmente aditivos seleccionados de dispersantes,
tensoactivos, agentes hidratantes, agentes emolientes,
espesantes, secuestrantes, conservantes, antioxidantes,

fragancias y similares.

25. Proceso de preparacién de nanoparticulas poliméricas
definidas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 17, dicho proceso siendo caracterizado por el hecho de

comprender las etapas de:

(1) Preparacién de una fase organica por la disolucidn
del polimero hidrofébico y de la finasterida, un
aceite fijo, por lo menos un tensoactivo de bajo EHL,

en un solvente orgdnico y un co-solvente,

(i1) preparacién de la fase acuosa por la disolucidén de
minoxidil de por lo menos un tensoactivo hidrofilico

preferentemente neutro, en agua,



10

15

20

25

46 / 53

(1i1) Inyeccidén de la fase organica en la fase acuosa para
permitir la formacién de la emulsidén primaria de
nanoparticulas en la interface de dos fases, siendo
la mezcla mantenida bajo agitacién por un tiempo
suficiente para el encapsulamiento adecuado de los

ingredientes activos,

(iv) Remocién de por lo menos un solvente organico vy
recuperacién de la fase acuosa conteniendo los

nanocapsoides.

26. Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 25, caracterizado
por el hecho de que dicho polimero hidrofdébico es seleccionado
del grupo que consiste en polimeros vinilicos, poliésteres,

poliamidas, poliuretanas y policarbonatos.

27. Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 26, caracterizado
por el hecho de que dicho poliéster con punto de fusidén menor
a 120°C es seleccionado del grupo que consiste en un
poli(lactido), un poli(glicolido), copolimeros de
poli(lactido-co-glicolido), una policaprolactona, un
copolimero de policaprolactona con un poliéster, con una

poliamida, con una poliuretana o con un polimero vinilico.

28. Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 25, caracterizado
por el hecho de que las nanocapsoides de finasterida vy
minoxidil se obtienen por el método de deposicidédn interfacial

de polimero preformado, siendo que en una primera etapa se
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realiza por disolucién de la finasterida, del polimero
hidrofébico, del aceite fijo o la mezcla de aceites y de por
lo menos un tensoactivo de bajo EHL en una mezcla del solvente
organico y del co-solvente para formar la fase orgdnica, y en
una segunda etapa se realiza la disolucidén del minoxidil y de
por lo menos un tensoactivo hidrofilico en agua para formar la

fase acuosa.

29. Uso de las nanocapsoides como es definido en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 17 caracterizado por el hecho de ser
para la preparacidén de una composicién farmacéutica para el
tratamiento de la alopecia.
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RESUMEN

NANOPARTICULA POLIMERICA DE FINASTERIDA Y MINOXIDIL, PROCESO
DE PREPARACION, SUSPENSION ACUOSA CONTENIENDO LA MISMA,

COMPOSICION FARMACKUTICA, Y SU USO

La presente invencién se refiere a una composicidn
farmacéutica, de wvehiculacidén tépica, para el tratamiento de
la alopecia, dicha composicién  comprende nanoparticulas
poliméricas, preferentemente nanocapsoides, conteniendo dos
principios activos, finasterida y minoxidil, aditivos vy
vehiculo farmacéuticamente aceptables. La invencidén ademds
incluye un proceso de preparacién de las nanoparticulas
polimércias, preferentemente nanocapsoides de finasterida vy
minoxidil, apropiadas para una composicién de vehiculacién
tépica para el tratamiento de la alopecia, asi como el uso de
dichos nanocapsoides para la preparacién de una composicidn

farmacéutica.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 5
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