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RESUMO

O uso topico de nanoparticulas para tratamento da calvicie tem despertado grande
interesse nos Ultimos anos, principalmente devido a melhoria na agéo farmacolégica
e as evidéncias de que o foliculo piloso apresente também uma funcdo de
reservatério, aumentando assim o tempo de permanéncia das substancias no sitio
de acdo. O objetivo deste trabalho foi desenvolver nanocapsulas contendo minoxidil
e avaliar o efeito biologico in vivo no re-crescimento de pélos em camundongos
previamente depilados. Primeiramente, suspensfes de nanocépsulas com superficie
anionica, catibnica ou neutra foram preparadas utilizando-se como polimeros
Eudragit S100 [NC(An) e NC(An)-S], Eudragit RS100 [NC(Cat)] ou poli(e-
caprolactona) [NC(PCL)-S], respectivamente. As nanocapsulas NC(An) e NC(An)-S
apresentaram didmetros médios de 341 nm e 264 nm, enquanto que a NC(Cat) de
219 nm e a NC(PCL)-S de 226 nm. Os indices de polidisperséo variaram entre 0,3 e
0,5. As taxas médias de encapsulagéo situaram-se entre 20 e 69,4%. A suspensao
NC(Cat) contendo 3 mg/mL de minoxidil apresentou didmetro de particulas de 175
nm, indice de polidisperséo de 0,1, potencial zeta + 12 mV e taxa de encapsulacédo
de 21,2 %, sendo entdo selecionada para o estudo biolégico. Trés grupos de
camundongos C57BL/J receberam aplicacdo topica diaria de NC(Cat), solucdo
aquosa de minoxidil (controle positivo) ou suspensdo de nanocpsulas sem farmaco
(controle negativo), por 21 dias. O estudo demonstrou um crescimento mais
acelerado e uniforme no grupo tratado, quando comparado aos grupos controle. As
andlises das amostras de plasma evidenciaram a absorcao sistémica de minoxidil no
grupo NC(Cat), o que nao foi observado para o grupo controle positivo. Os
resultados obtidos demonstraram a potencialidade do uso das nanocapsulas

contendo minoxidil no tratamento da calvicie.

Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas, calvicie, alopecia, minoxidil, eficacia,

absorcéo.
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ABSTRACT

The topical use of nanoparticles for treatment of baldness has raised a great deal of
interest in recent years, especially due to an improved pharmacological action and
also to the evidence that the hair follicle also show a reservoir function, so increasing
the time-residence of substances in the site of action. The aim of this work was to
develop nanocapsules containing minoxidil and evaluate their in vivo biological effect
in re-growing hair in previously shaved mice. Initially, suspensions of anionic, cationic
or neutrally surfaced nanocapsules were prepared, using Eudragit S100 [NC(An) and
NC(An)-S], Eudragit RS100 [NC(Cat)] or poli(e-caprolactona) [NC(PCL)],
respectively, as polymers. The nanocapsules NC(An) and NC(An)-S presented mean
particle diameter of 341 nm and 264 nm, while the NC(Cat) of 219 nm and a
NC(PCL) of 226 nm. The polydispersity index varied between 0,3 and 0,5. The mean
encapsulation efficiency were between 20 and 69,4 %. The NC(Cat) suspension
containing 3 mg/mL of minoxidil presented a particle diameter of 175 nm, a
polydispersity index of 0,1, a zeta potential of +12 mV and an encapsulation
efficiency of 21,2 %, being then selected to be used in the biological study. Three
groups of C57BL/J mice received a daily topical application of NC(Cat), an aqueous
solution of minoxidil (positive control) or a drug free nanocapsules suspension
(negative control), for a period of 21 days. The study was able to show a more
accelerated and uniform growth in the treated group, when compared with the control
groups. The analysis of the plasma samples also showed the systemic absorption of
minoxidil in the NC(Cat) group of animals, effect which was not observed in the
positive control group. Results were able to demonstrate the potential use of

nanocapsules containing minoxidil for the treatment of baldness.

Key words: polymeric nanocapsules, baldness, alopecia, minoxidil, efficacy,

absorption
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1 INTRODUCAO

Os cuidados com o cabelo atraem a atencdo da humanidade ha milhares de
anos devido ao seu importante valor social e psicolégico, além da significativa
funcdo biologica de conferir protecdo e blindagem contra a agdo dos raios solares.
Ao longo da evolugdo humana, os cabelos se tornaram uma parte essencial da
imagem corporal, definida como um conceito psicolégico que se refere as
percepgdes, pensamentos, sentimentos e comportamentos relacionados a uma
aparéncia fisica (CASH, 2001).

Nos ultimos anos, inimeras pesquisas vém sendo realizadas sobre a
biologia capilar e suas possiveis patologias. A alopecia androgénica ou calvicie
comum é responsavel por mais de 90 % das quedas de cabelos em homens, sendo
gue em ambos 0s sexos, a incidéncia aumenta com a idade. Em mulheres a
prevaléncia € baixa, ocorrendo principalmente apds a menopausa. Um historico
familiar da doenca esta presente em 80 % dos casos, confirmando a transmisséo
multigénica (REYGAGNE e DE LACHARRIERE, 2005). Por outro lado, a alopecia
areata afeta uma parcela menor da populagdo, caracterizando-se pela perda rapida
e completa de pélos em uma ou mais areas do couro cabeludo e, as vezes, de
outras regides (barba, supercilio, pubis, etc.). O estresse emocional também é
apontado como fator importante na patogenia (AZULAY & AZULAY, 1999).

Atualmente, o tratamento da alopecia inclui o uso de corticosterdides tépicos
ou intra-lesionais, minoxidil tépico (2 ou 5 %) ou finasterida oral (1 mg). O produto
mais comumente utilizado € a solugdo tépica de minoxidil, cujo efeito esperado
depende da aplicagdo diaria, 2 vezes ao dia. Entretanto, possiveis reagdes adversas
estdo relacionadas ao seu uso, tais como irritagdo local, hirsutismo e descamagéo

do couro cabeludo.

A descoberta recente de que o foliculo piloso exerce relevante papel na

penetracdo cutanea, podendo atuar também como reservatério de farmacos



(LADEMANN et al., 2007; KNORR et al., 2009), pode ser vista como um avango
tecnoldgico no tratamento de afeccdes pilosas. Neste contexto, nanoparticulas
poliméricas vém sendo propostas como uma nhova geracdo de carreadores para
cosméticos, com o propoésito de prolongar o tempo de permanéncia dos farmacos no
sitio de acdo (BARRATT, 2003).

O objetivo deste trabalho foi verificar se nanocapsulas contendo minoxidil
seriam eficazes no tratamento da calvicie, avaliando-se a agdo farmacoldgica in vivo

apo6s administracdo tépica da formulacdo em camundongos.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver nanocapsulas poliméricas contendo minoxidil e proceder sua
caracterizagdo fisico-quimica, empregando técnicas de espalhamento de luz,
mobilidade eletroforética, cromatografia a liquido, e avaliacdo de eficicia in vivo da

formulacédo selecionada através de ensaio biolégico em camundongos.

2.2 Especificos

e Preparar nanocgpsulas poliméricas contendo minoxidil através do método de
deposicado interfacial de polimeros pré-formados, empregando diferentes materiais

para a obtencado de particulas com superficie anidnica, catidnica ou neutra.

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das formulagBes de nanocépsulas
contendo minoxidil em termos de didmetro de particulas, polidisperséo, potencial

zeta, pH, teores, taxas de encapsulacéo e estabilidade para selegdo de formulacéo.

e Determinar a eficicia da formulagédo selecionada através da avaliagdo biologica
comparativa do crescimento de pélos de camundongos previamente depilados em

relacéo a formulagdes controle.

e Determinar a absorcdo sistémica de minoxidil apés a administracdo topica de

nanocapsulas em camundongos.






3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cabelo humano e ciclo capilar

Os cuidados com o cabelo atraem a atencdo da humanidade ha milhares de
anos devido ao seu importante valor social e psicolégico, além da significativa
funcdo biologica de conferir protecdo e blindagem contra a agdo dos raios solares,
realizada pela melanina (que também confere coloragdo aos fios). Ao longo da
evolugcdo humana, os cabelos se tornaram uma parte essencial da imagem corporal,
definida como um conceito psicologico que se refere as percepgdes, pensamentos,
sentimentos e comportamentos relacionados a uma aparéncia fisica. Para muitas
pessoas, 0 cabelo € um atributo fisico que expressa a individualidade de forma
bastante singular, como uma real parte do corpo humano que é facilmente adaptével
a alteracdo ou mudancas na sua aparéncia fisica, podendo também servir como um
sinal social de género, idade, status, valores e, inclusive, filiagdo a um grupo (CASH,
2001).

Estima-se que o couro cabeludo tenha cerca de 100.000 a 150.000 fios de
cabelo. Estes crescem em torno de 10 mm por més, sendo considerada como queda
normal 60 a 100 fios por dia (AZULAY & AZULAY, 1999). O cabelo humano pode ser
visualizado como um filamento queratinizado que cresce a partir de cavidades
denominadas foliculos (Figura 1). Estes foliculos estendem-se desde a derme até a
epiderme através do estrato corneo, possuindo componentes glandulares e
musculares. O cabelo é basicamente composto por trés camadas: cuticula (camada
externa composta por varias subcamadas separadas por um complexo de células —
endocuticula, epicuticula e exocuticula); cértex (principal componente do cabelo,
formado por um conjunto de células cilindricas denominado de matriz, sendo este o
local onde estdo situadas proteinas como a queratina) e medula (camada mais
interna do foliculo, que em alguns casos pode nédo estar presente) (POZEBON et al.,
1999).
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Figura 1: Esquema ilustrativo de um corte transversal do couro cabeludo (adaptado
de www.sandro.com.br/assets/images/cabelo3.jpq).

O ciclo evolutivo dos cabelos ocorre em trés fases (Figura 2): 1) anagénica,
ou fase de crescimento, na qual ha uma grande atividade mitética e ceratogénica.
Sua duracéo é de dois a trés anos no homem e de seis a oito anos na mulher; 2)
catagénica, onde estas duas atividades cessam, havendo uma regressdo da matriz
capilar e processando-se em cerca de trés semanas; 3) telogénica, ou de repouso,
gue dura de trés a seis meses, com a queda final do pélo telogénico, enquanto um
novo pélo anagénico se inicia (AZULAY & AZULAY, 1999). Entretanto, este ciclo
pode ter sua duragdo alterada no caso de foliculos em processo de calvicie, onde

ocorre um encurtamento da fase andgena e uma miniaturizacdo do foliculo.

Diversos estimulos regulatérios extra-foliculares influenciam este ciclo
(estimulos enddcrinos, neurais, vasculares, nutricionais), que estdo associados a
funcBes imunes, a arquitetura da pele e a proliferacdo celular. O foliculo piloso é
considerado um poderoso reservatorio de células epiteliais e melanécitos, dispondo
de uma privilegiada area de defesa anti-infec¢des (PAUS & PEKER, 2003).



L]

Fase de crescimento Fase de descansc Fase de morte
{anagénica) {catagenica) [telogenico)

\-.;r-,/

Queda do pelo ou cabelo

Figura 2: Fases do ciclo capilar (adaptado de www.sandro.com.br/html/
cabelos.html).

3.2 Alopecias

Didaticamente, as afec¢des pilosas podem ser classificadas em trés grupos:
alopecias (diminuicdo excessiva de pélos); hirsutismo (excesso de pélos em lugares
ndo desejados) e malformagdes (tamanho, cor, forma, etc.) (AZULAY & AZULAY,
1999).

A maioria dos pélos encontra-se em fase anagena. O ciclo das células dos
pélos € um dos mais ativos no corpo, sendo extremamente sensivel a influéncias
externas (DU VIVIER, 1996).

Existem diversos tipos de alopecias, variando de acordo com a sua
topografia, evolucédo e etiologia. Elas podem ser difusas (forma aguda e cronica) ou
localizadas (REYGAGNE e DE LACHARRIERE, 2005). Dentre estas, as de maior
importancia clinica sdo: alopecias difusas e localizadas (cicatriciais e nao-
cicatriciais), eflavio anagénico (causado pelo efeito de quimioterapicos), eflavio
telogénico, alopecia congénita, alopecia areata e alopecia androgénica (AZULAY &
AZULAY, 1999). Um eflavio (perda significativa de cabelo) pode ser telogénico
(como nos casos de alopecia pés-parto, queda sazonal de cabelos, depois de uma

alta febre ou terapia topica com minoxidil), anagénico (como observado durante



quimioterapia antimitética) ou um misto de ambos (como durante o eflivio crénico
associado com alopecia areata ou também durante a fase aguda da alopecia
androgénica) (HORDINSKY, 2003; REYGAGNE e DE LACHARRIERE, 2005).

A alopecia androgénica ou calvicie comum ocorre com muita frequéncia.
Mais de 90 % das quedas de cabelos em homens sdo devido a este tipo de
alopecia, dos quais cerca de 20 % sdo homens com idade de 20 anos e 50 %
homens com idade de 50 anos. Em ambos os sexos, a incidéncia de alopecia
aumenta com a idade. Em mulheres a prevaléncia é baixa, com 10 % delas sendo
visivelmente afetadas durante a menopausa e 40 % ap0s este periodo, entre a faixa
etaria de 50 e 60 anos. Um historico familiar da doenga esta presente em 80 % dos
casos e 0 modo de transmiss&o é multigénica (REYGAGNE e DE LACHARRIERE,
2005).

Por sua vez, a alopecia areata € um distarbio idiopatico. Entretanto, sua
associacao a disturbios auto-imunes, inclusive o vitiligo, bem como a anormalidade
da imunidade humoral e principalmente a imunidade mediada por células, sugerem
uma etiologia imunoldgica (GUZZO, 1993). Afeta 2 % da populacédo, sendo que em
20 % dos casos ha relato de historia familiar (REYGAGNE e DE LACHARRIERE,
2005; HORDINSKY, 2003). Caracteriza-se mais freqientemente por perda rapida e
completa de pélos em uma ou mais areas do couro cabeludo e, as vezes, de outras
regibes (barba, supercilio, pubis, etc.). O estresse emocional também é apontado
como fator importante na patogenia (AZULAY & AZULAY, 1999).

3.3 Produtos paratratamento da calvicie

Atualmente, alguns tratamentos contra a alopecia j& estdo disponiveis. Estes
incluem agentes imunomoduladores, sensibilizantes de contato e modificadores da
resposta biologica. Varias combinagdes também s&o utilizadas. O tratamento da
alopecia areata irregular comumente inclui o uso de corticosterdides tépicos ou

intralesionais (como hidrocortisona, betametasona), minoxidil tépico (2 ou 5 %),



antralina e, ainda, terapia combinada (HORDINSKY, 2003).

ROGERS e AVRAM (2008) revisaram tratamentos existentes para a alopecia,
considerando seus mecanismos de acéo, efeitos colaterais e resultados esperados.
Os farmacos avaliados foram minoxidil, finasterida, dutasterida e cetoconazol,
juntamente com suplementos e complexos vitaminicos. Como concluséo, os autores
afirmam que até o momento, o minoxidil e a finasterida permanecem como as

escolhas mais eficazes para este tratamento.

3.3.1 Minoxidil

A descoberta da acdo hipotensiva do minoxidil em 1965 foi um avanco
significativo no tratamento da hipertenséo, visto que o agente mostrou-se eficaz no
tratamento de pacientes com as formas mais graves de hipertensdo farmaco-
resistente (HARDMAN & LIMBIRD, 2003). O interesse desenvolveu-se quando foi
observado que o minoxidil administrado oralmente causava hipertricose (ADAMS,
2001; HORDINSKY, 2003). O farmaco também foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento da alopécia androgénica em homens (na

concentragdo de 5 %) e mulheres (na concentragao de 2 %).

O minoxidil ((6-1'-piperidinil)-2,4-pirimidinadiamina-3-6xido) possui massa
molar de 209,25 g/mol e sua férmula estrutural esta representada na Figura 3. E
solavel em metanol e propilenoglicol, sendo ligeiramente sollvel em dgua e em éter
(USP 27, 2004; BP 1999).



o 2
9
.
‘\,\o
NH

Figura 3: Formula estrutural do minoxidil.

O mecanismo pelo qual o minoxidil estimula o crescimento de cabelo ainda
ndo esta totalmente estabelecido, mas possiveis mecanismos incluem o aumento de
fluxo sanguineo cutaneo resultante da vasodilatacdo e a estimulagéo das células do
foliculo piloso (MICROMEDEX®). NAKAYA e colaboradores (1994) relataram que o
sulfato de minoxidil ativa o canal de potassio modulado pelo ATP, permitindo assim
o efluxo de potassio, o que causaria a hiperpolarizacdo e o relaxamento da
musculatura lisa (HARDMAN & LIMBIRD, 2003). Entretanto, ndo existem dados que
comprovem e esclaregcam se realmente canais de potassio séo expressos no foliculo
piloso (MESSENGER e RUNDEGREN, 2004).

Estudos em animais evidenciam que o uso topico do minoxidil pode encurtar
a fase teldogena, causando uma prematura passagem da fase de descanso para a
fase de crescimento. Outra possibilidade € de que ocorra um prolongamento na fase
anagena e um aumento no tamanho do foliculo. Através de estudos in vitro, diversos
efeitos como estimulagédo da proliferacdo celular, inibicdo da sintese de colageno,
estimulo do fator de crescimento vascular endotelial e sintese de prostaglandinas
foram relatados. Alguns ou todos estes eventos podem ser relevantes no
crescimento capilar, mas a aplicacdo dos resultados obtidos em estudos de cultura
de células na complexa biologia do foliculo capilar permanece incerta
(MESSENGER e RUNDEGREN, 2004).

O minoxidil é rapida e completamente absorvido (95 %) ap6s administracao
oral, sendo detectado na corrente sangtiinea em 30 minutos. A absor¢céo cutanea do
minoxidil aplicado topicamente é de cerca de 5 % da dose aplicada. FERRY e
colaboradores (1990) avaliaram a relagdo entre o tempo de contato e a absorgéo do

minoxidil  aplicado  topicamente, revelando que, do total absorvido em
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um periodo de 12 horas, 50 % é absorvido em até 1 hora e cerca de 75 % em 4

horas.

A distribuicdo de um farmaco no organismo baseia-se nas suas
propriedades fisico-quimicas, que muitas vezes ndo permitem que este atinja o local
de acgdo. Assim, se faz necesséaria a administragdo de grandes quantidades de
farmaco para obtencdo do efeito farmacolégico desejado, trazendo, como
consequéncia, o aparecimento da toxicidade do farmaco frente a outros tecidos
(COUVREUR et al., 1995)

A ocorréncia de hipertricose em todos os pacientes que recebem minoxidil
via oral por um longo periodo de tempo constitui um efeito adverso provavelmente
causado pela ativacdo dos canais de potassio. Ocorre crescimento de pélos na face,
nas costas, nos bracos e nas pernas, o que € particularmente desagradavel em
mulheres (HARDMAN & LIMBIRD, 2003).

Atualmente, as Unicas terapias aprovadas pela FDA para uso no tratamento
da alopecia androgénica sdo a solugdo de uso topico de minoxidil (minoxidil, &lcool,
propilenoglicol e &gua purificada) e comprimidos de 1 mg de finasterida via oral.
Para ambos os sexos, recomenda-se a aplicagdo local da solugdo de minoxidil
diariamente, 2 x ao dia. O paciente deve ser conscientizado de que os beneficios
potenciais deste tratamento ndo serdo visiveis antes de 3 meses de aplicacdo, mas

sendo possivel obter 6timos resultados apos 6 a 8 meses (BONNETBLANC, 2008).

Entretanto, embora a solugdo tépica de minoxidil apresente comprovada
seguranca e efetividade, efeitos adversos ao seu uso podem ocorrer. FRIEDMAN e
colaboradores (2002) relataram casos de alergia de contato, que incluiam prurido,
eritema e ressecamento do couro cabeludo. Alguns pacientes apresentaram
sensibilidade ao minoxidil, mas principalmente ao propilenoglicol, componente
presente na solucdo tépica como co-solvente e promotor de absor¢céo (TATA et al.,
1994).

CHEN e colaboradores (2005) prepararam 10 solug¢des contendo trés tipos
de co-solventes em diferentes propor¢des (Agua, etanol e PEG 400), minoxidil 2 % e

percentuais crescentes (0,0 a 2,0 %) de um derivado hidrossoltuvel de vitamina E
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(TPGS), visando avaliar a influéncia deste na promocao do crescimento capilar apos
aplicacéo topica, e a sua seguranga em termos de quantidade de minoxidil absorvida
através da pele na circulacéo sistémica. O modelo animal utilizado foi camundongos
C57BL/6J, sendo que os resultados obtidos foram comparados aos grupos controle
negativo (branco) e positivo (solucdo comercial de minoxidil, Regaine 2 %®). Foi
possivel concluir que o crescimento promovido pelas formulacdes testadas foi
comparavel ao do produto comercial, e que a adi¢do de 0,5 % de TPGS foi benéfica
em termos de crescimento. Os niveis sanguineos de minoxidil observados apos a
aplicacédo desta concentragdo de TPGS foram inferiores aos detectados no grupo
controle positivo. Entretanto, formulagdes contendo altas quantidades de TPGS (2
%) apresentaram uma tendéncia a aumentar a concentracdo plasmética de

minoxidil.

Efeitos sistémicos em criancas de 10 a 14 anos, ao usarem a solugéo tépica
de minoxidil a 2 %, foram relatados por SCHMUTZ e colaboradores (2008) em uma
nota de farmacovigilancia. Nos trés casos apresentados, os sintomas de taquicardia,
palpitacdes e tonturas comecaram a ser notados apos 20 dias a um més de uso

diario, 2 x ao dia.

3.4 Nanoparticulas

Desde as Ultimas trés décadas, consideravel atencdo tem sido despendida
para o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos, visando uma
melhoria na eficacia terapéutica e seguranca no uso, através da alteracdo de
aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos. Dentre os sistemas coloidais de
liberag@o de farmacos, destacam-se as nanoparticulas poliméricas e os lipossomas
(BODMEIER & MAINCENT, 1998). As nanoparticulas, constituidas por polimeros
biodegradaveis, tém atraido maior atencao de alguns pesquisadores em relacdo aos
lipossomas, devido as suas potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade nos

fluidos biologicos e também durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al.,2003).
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As nanoparticulas poliméricas s@o sistemas carreadores de farmacos que
apresentam didmetros inferiores a 1 pum. O termo nanoparticula inclui as
nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicéo e
organizagdo estrutural. As nanocépsulas s&o constituidas por um involucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar
dissolvido/retido no nicleo e/ou adsorvido a parede polimérica (JAGER et al., 2007;
CRUZ et al., 2006). Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em
sua composicdo, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode
ficar retido, molecularmente disperso ou superficialmente adsorvido (GUTERRES et
al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001).

Existem varios métodos para preparagdo de nanocdpsulas descritos na
literatura, dentre os quais se destaca o método de deposicao interfacial de polimero
pré-formado, proposto por FESSI e colaboradores em 1988. Este se baseia na
deposicdo do polimero, biodegradavel, na interface 6leo-agua e ndo apresenta o
inconveniente dos métodos que requerem uma reagdo de polimerizagdo, no que diz
respeito a presenca de mondmeros e oligbmeros residuais. O polimero é dissolvido
em um solvente orgénico juntamente com o 6leo, o tensoativo e o farmaco. Esta
fase orgénica é vertida, cuidadosamente, sob agitacdo moderada, sobre a fase
aquosa, a qual é composta de 4gua e tensoativo. A mistura origina, de forma
esponténea, as nanocapsulas, com diametro médio situado entre 200 e 500 nm. As
nanocapsulas obtidas por esta metodologia sé&o consideravelmente estaveis, sendo
capazes de fornecer elevadas taxas de encapsulacdo, principalmente para farmacos
lipofilicos (DEVISSAGUET et al., 1991; FESSI et al., 1988).

A determinacdo de pardmetros fisico-quimicos das suspensdes de
nanoparticulas é importante na avaliacdo da estabilidade. Tal caracterizacdo tem
sido possivel, apesar do tamanho reduzido das particulas, mediante a combinag&o
de diversas técnicas de andlise. As técnicas mais comumente utilizadas séo: a
andlise morfoldgica, a distribuicdo do tamanho de particulas e as determinacdes do
potencial zeta, do pH e da concentragdo de farmaco encapsulado nas
nanoestruturas (LEGRAND et al.1999; COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et
al., 2003). A distribuicdo de tamanho de particulas é um paradmetro muito utilizado no

controle de qualidade do sistema disperso, pois a estabilidade fisica
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das dispersdes depende do tamanho das particulas e da sua distribuicdo (MULLER-
GOYMANN, 2004).

Quanto a caracterizacdo da superficie das nanoparticulas, o potencial zeta
reflete o potencial de superficie da particula, o qual é influenciado pelas mudancas
na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos funcionais
na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio
aquoso de dispersdo. As nanoparticulas usualmente apresentam um potencial zeta
diferente de zero, o que conduz a sistemas relativamente estaveis. O pH também se
apresenta como uma caracteristica fisico-quimica importante a ser avaliada, pois
alteracdes de seus valores podem estar associados a degradacgéo do polimero ou de
outros componentes pertencentes a formulagdo (LEGRAND et al.1999; COUVREUR
et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A determinagdo do teor total de farmaco contido em nanoparticulas é
dificultada pela necessidade de separagdo da fracdo livre de farmaco daquela
encapsulada (SOPPIMATH et al. 2001). A técnica mais comumente utilizada, no
caso de nanocapsulas, € a ultrafiltragdo-centrifugagédo, na qual uma membrana de
porosidade de 10 kDa é empregada para separar parte da fase aquosa dispersante
da suspensdo coloidal. A concentragéo livre € determinada no ultrafiltrado e a fragdo
de farmaco encapsulada nas nanoestruturas € calculada pela diferenca das
concentragoes total e livre (MAGENHEIM e BENITA, 1991; GUTERRES et al., 1995;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.4.1 Nanoparticulas poliméricas para uso topico e capilar

A maioria dos produtos de uso tépico disponiveis para tratamento da calvicie
consiste de uma formulagdo contendo os farmacos dissolvidos em uma solucdo
hidroalcodlica. Entretanto, devido a baixa permeabilidade de farmacos através da
camada de queratina, somente uma fragdo da dose aplicada atinge o local de agéo,

penetrando nos poros capilares e foliculos (TSUJIMOTO, 2007).
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Como resultado, o crescimento capilar com o uso destes produtos néo
supera as expectativas dos pacientes, levando a falta de ades@o ao tratamento.
Neste contexto, novas técnicas de liberacdo de farmacos como micro- e

nanoparticulas podem ser de grande valia para o éxito da terapia.

Recentes estudos (LADEMANN et al, 2007; KNORR et al, 2009)
confirmaram a hip6tese de que nanoparticulas podem penetrar eficientemente nos
foliculos pilosos (SHIM et al.,, 2004), alcancando estruturas funcionais profundas
onde permanecem estocadas por alguns dias. No caso de substancias néo-
particuladas, tais efeitos a longo prazo ndo foram observados nos foliculos pilosos
ou no estrato corneo. A principio, o estrato cérneo ndo possui a caracteristica de
reservatério de substancias topicamente aplicadas, j& que estas permanecem
localizadas na superficie da pele ou nas camadas celulares superiores (que sao
continuamente removidas por descamacao). Portanto, os foliculos pilosos tornam-se
0s Unicos reservatorios a longo prazo para substédncias de uso topico.
Consequentemente, sdo importantes alvos para liberacdo de farmacos, uma vez que
estdo rodeados por uma estreita rede de capilares sanguineos e células dendriticas

(células de Langerhans).

Até entdo, acreditava-se que a penetracdo cutanea era feita por difuséo para
dentro das camadas lipidicas, cercadas de cornedcitos. Estes novos conceitos
mostraram que o transporte de substancias ativas pela via folicular e ductos
sebaceos ndo poderia mais ser negligenciado, apesar destes elementos
representarem somente cerca de 0,1 % do total da area superficial da pele.
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; LADEMANN et al., 2008).

Diferengcas foliculares decorrentes do tipo de pele foram também
evidenciadas por LADEMANN e colaboradores (2007), denotando diferentes estados
de saude (pele madura, imatura ou danificada). Os autores mencionam a existéncia
de 2 tipos de foliculos: “abertos” e “fechados”, com propriedades de permeacédo
distintas. Nos foliculos abertos, onde ocorre produgdo sebédcea e crescimento
capilar, a permeacédo das nanoparticulas € intensa e significativa. Por outro lado, nos
foliculos fechados, onde ndo h& producéo sebdcea e nem crescimento capilar, ndo

foi observada penetracdo transcutanea. O fluxo sebaceo e o crescimento do cabelo
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poderiam ser as principais razfes para as propriedades de reservatdrio e permeacao

folicular.

O efeito de nanoesferas de poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA) contendo
trés diferentes ativos (hinokitiol ou &cido glicirretinico ou 6-benzilaminopurina) para
crescimento capilar foi avaliado in vivo por TSUJIMOTO e colaboradores (2007).
Analisando a intensidade de fluorescéncia destes ativos em bidpsias de couro
cabeludo humano, eles verificaram que as nanoesferas exerceram um efeito de
permeabilidade nos poros 2 a 2,5 vezes maior quando comparadas ao grupo
controle dos mesmos ativos em uma solucdo de PBS. Também foi possivel
visualizar um aumento na atividade capilar, cujo ciclo passou da fase de repouso
para a fase de crescimento, sugerindo que nanoesferas de PLGA possam ser

promissores carreadores de farmacos nos foliculos pilosos.

O efeito do diametro hidrodindmico na penetragdo cutanea de
nanoparticulas de minoxidil foi avaliado in vitro e in vivo por SHIM e colaboradores
(2004). As nanoparticulas foram preparadas com o copolimero em bloco poli(e-
caprolactona)-b-poli(etilenoglicol) pelo método de evaporacdo de solvente,
apresentando didmetros médios de 40 e 130 nm. Estas foram, entdo, aplicadas em
estudo in vitro com células de Franz, sobre a pele de porco com e sem pélos. Os
resultados indicaram que, no caso da pele de porco com pélos, a permeagédo do
minoxidil incorporado nas nanoparticulas de 40 nm foi 1,5 vezes maior na camada
epidérmica e 1,7 vezes maior no compartimento receptor, quando comparada as de
130 nm, sugerindo que particulas com menor tamanho facilitam amplamente a
penetragdo do minoxidil. Interessantemente, quando aplicadas em pele de porco
sem pélos, a quantidade de minoxidil permeada ndo se mostrou dependente do
tamanho das particulas, sendo este fortemente detectado no compartimento
receptor. Estes resultados indicam a existéncia de uma rota especifica de
permeacdo na pele com pélos, sugerindo que as nanoparticulas sdo absorvidas por

penetracdo folicular através de vias como os foliculos pilosos e ductos sudoriparos.

Neste mesmo estudo in vitro, mas utilizando pele de camundongos C57BL
com e sem pélos, o comportamento de permeacao do minoxidil foi similar em ambos

0s casos, fato que nestes animais pode ser explicado pela sua relativamente fina
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pele e estrato corneo. Um estudo in vivo foi também realizado em camundongos,
visando comparar o efeito das nanoparticulas com grupos controle (lipossomas e
solucdo hidroalcodlica a 30 %, todos os grupos contendo 0,5 % de minoxidil).
Entretanto, a quantidade de minoxidil detectada na pele foi 1,5 vezes maior na
aplicac@o de nanoparticulas de 40 nm do que nas de 130 nm. Além disso, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre as nanoparticulas e os grupos controle.
Os autores justificam estes resultados com base nos estudos in vitro, levantando a
hip6tese de que a fina espessura do estrato cérneo e da pele de camundongos

C57BL também sejam as causas da diminui¢cdo das diferengas in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

e Minoxidil neutro (Genix, Brasil);

¢ Sulfato de minoxidil (DEG, Brasil);

e Eudragit S100 (Rohm, Alemanha);

e Eudragit RS (Rohm, Alemanha);

e Poli(e-caprolactona) (PCL) My, = 65.000 g/mol (Aldrich, Franga)
e Span 60® (Monoestearato de sorbitano) (Sigma-Aldrich, Brasil);
e Tween 80° (Polissorbato 80) (Delaware, Brasil);

o Trigliceridios de acidos céprico/caprilico (Brasquim, Brasil).

4.1.2 Aparelhos e equipamentos

Balanca analitica APX-200 (Denver Instruments, EUA);

Centrifuga Centrifuge 5417R (Eppendorf);

Agitador Vortex Certomat® MV (B. Braun Biotech International, Alemanha);
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Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (Perkin Elmer Series 200, EUA);

Evaporador rotatério (Buchi, Alemanha);

Bomba de vacuo V-500 (Btichi, Alemanha);

Potencidometro B474 (Micronal, Brasil);

e Espectrometro de auto-correlagédo laser - Zetasizer nano-ZS modelo ZEN 3600

(Malvern Instruments, Reino Unido);
e Turbiscan LAb (Formulaction - Franga);

e Microscopio Optico de luz polarizada Olympus BX41TF acoplado a camara
fotografica (Jap&o) — 1Q /UFRGS.

4.1.3 Solventes e outros materiais

e Metanol grau CLAE (Merck, Brasil);

e Alcool etilico absoluto (Merck, Brasil);

e Acetona (Merck, Brasil);

e Acido acético glacial (Synth, Brasil);

e Acido perclérico (Synth, Brasil);

. Agua Milli-Q; (Destilador/deionizador Milli-Q — Millipore, EUA);
¢ Dodecilsulfato de sédio (Synth, Brasil);

e Membrana 0,45 um (Millipore, EUA);

e Coluna Waters Nova-Pak® C18, 4 um, 3,9 x 150 mm (Waters, Irlanda);
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Pré-Coluna Phenomenex® Analytical KJ0-4282 (Allcrom Group, Brasil);

Filtros Ultrafree® (Millipore, EUA).

4.1.4 Animais

Camundongos machos C57BL,;

Locao depilatéria Veet®;

Lamina depilatéria elétrica.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao das nanocapsulas

As suspensdes de nanocapsulas contendo minoxidil foram preparadas
segundo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al.,
1989) empregando-se etanol ou acetona como solvente orgéanico. As formulagdes de
nanocapsulas preparadas com etanol na fase organica (Tabela 1) foram nominadas
NC(Cat), quando o polimero usado foi o Eudragit RS e NC(An) quando o polimero
usado foi o Eudragit S100. Por outro lado, as formulagdes de nanocépsulas
preparadas com acetona e monoestearato de sorbitano (Tabela 1) foram nominadas
NC(An)-S, quando o polimero usado foi o Eudragit S100 e NC(PCL)-S, quando o
polimero usado foi a poli(s-caprolactona). O sufixo “S” indica a presenca do

tensoativo Span 60° (monoestearato de sorbitano).

No preparo das formula¢des com etanol, o polimero foi solubilizado na fase
organica juntamente com o farmaco e os triglicerideos de acido caprilico e céprico,

sob aquecimento moderado (40 °C). ApOs a solubilizacdo, a fase organica foi
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injetada, com auxilio de um funil, na fase aquosa contendo o tensoativo de alto EHL

(polissorbato 80). A suspenséo foi mantida sob agitagdo moderada durante 10

minutos e entdo, concentrada a um volume final de 10 mL em evaporador rotatério

para eliminacdo do solvente organico e ajuste da concentracgéo final de minoxidil.

No preparo das formulacbes com acetona, o minoxidil foi previamente

solubilizado em uma pequena quantidade de etanol (4 mL), sendo esta solugéo

entdo vertida na fase organica contendo o tensoativo de baixo EHL (monoestearato

de sorbitano), o polimero e o triglicerideo dos é&cidos caprico e caprilico. A

suspensdo foi mantida sob agitagdo moderada durante 10 minutos e entdo,

concentrada a um volume final de 10 mL em evaporador rotatério para eliminagdo do

solvente orgénico e ajuste da concentragao final de minoxidil.

Tabela 1: Composigdo das suspensfes de nanocapsulas contendo minoxidil.

Componentes Formulagdes
NC(An) NC(Cat) NC(PCL)-S NC(AN)-S
Fase Organica
Polimero Eudragit S-100 | Eudragit RS-100 PCL Eudragit S-100
100 mg 100 mg 100 mg 100 mg
Trig. Ac. 0,33 mL 0,33 mL 0,33 mL 0,33 mL
Caprico/capril.
Minoxidil 10 mg 10, 20, 30, 50, 10 mg 10 mg
100 e 150 mg
Span 60° - - 77 mg 77 mg
Solv. Organico Etanol Etanol Acetona Acetona
27 mL 27 mL 23 mL 23 mL
Fase Aquosa
Agua MilliQ 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL
Tween 80 77 mg 77 mg 77 mg 77 mg
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4.2.2 Caracterizagéo fisico-quimica

4.2.2.1 Doseamento do minoxidil nas suspensdes de nanocapsulas

As suspensdes de nanocapsulas foram tratadas com metanol para a
extracdo do farmaco e doseamento através de cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE). As andlises foram realizadas em cromatégrafo Perkin Elmer
Series 200, utilizando-se detector ultravioleta visivel 282 nm, coluna Waters Nova-
Pak® C18 com particulas de 4 pm, pré-coluna Phenomenex Analytical e fase mével
isocratica de metanol, agua e acido acético glacial em uma proporcdo 70:30:1 (V/v).
Conforme preconizado na Farmacopéia Americana (USP 27) foram também
adicionados a fase movel 3 g/L de dodecilsulfato de sddio (SDS). O pH aparente foi

entdo ajustado a pH 3,0 com &cido perclérico. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min.

A curva padréo foi preparada a partir de uma solugéo-mée contendo 10 mg
de minoxidil em 50 mL de metanol, que forneceu diferentes solu¢cbes nas seguintes
concentragdes: 0,5 pg/mL, 0,75 pg/mL, 1 pg/mL, 2 ug/mL, 5 pg/mL, 10 yg/mL, 20
pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL.

O método de quantificacdo foi validado segundo as normas descritas pelo
International Conference on Harmonisation (ICH, 2005) e pela Resolugdo n° 899 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003), em termos de:
especificidade, linearidade, precisdo, limite de deteccao, limite de quantificagéo e

exatidao (Anexo 1).
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4.2.2.2 Determinagdo do teor e da concentragdo livre de minoxidil nas

formulagdes

O teor de minoxidil nas suspensodes foi determinado por CLAE (item 4.2.2.1)
apo6s dissolugdo das nanocapsulas (100 pyL) com metanol (10 mL). A solucéo foi
diluida 100x, filtrada em membrana 0,22 ym e injetada no cromatografo (n=9). A
concentragdo livre de minoxidil foi determinada em triplicatas para os trés lotes
diferentes de cada formulagédo (n=9) apés ultrafiltracdo-centrifugacéo (Ultrafree® -
MC Millipore 10.000 Da) durante 10 minutos a 2.000 xg. O ultrafiltrado foi diluido 50x
para ser quantificado através de CLAE, empregando-se metodologia descrita no
item 4.2.2.1.

A taxa de encapsulacdo foi calculada pela relagdo percentual entre a
concentracdo de farmaco encapsulado e o teor, multiplicado por 100. A
concentragcdo de farmaco encapsulado nas nanocapsulas foi calculada, levando em
consideragao a diferenca entre a concentragéo total de minoxidil na formulacéo e a

sua concentragao livre presente na fase aquosa determinadas.

4.2.2.3 Determinagéo de pH

A determinagéo de pH foi realizada em potencidometro calibrado com solucéo
tampdo pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensfes de nanocapsulas, apds
preparacao. Os resultados foram obtidos através da média de triplicatas de trés lotes

de formulagdes (n=9).
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4.2.2.4 Determinacado do didametro de particulas médio e polidisperséo

A determinacdo do diametro médio e do indice de polidispersdo das
nanoparticulas em suspensdo foram realizados através de espalhamento de luz
dinamico. As amostras foram diluidas 500 vezes em é&gua MilliQ® e filtradas
(Millipore® 0,45 um), sendo os resultados expressos pela média de 3 medidas por

amostra para trés diferentes lotes de formulac¢des (n=9).

4.2.2.5 Determinagao do potencial zeta

O potencial zeta das nanocapsulas foi obtido logo ap6s preparacao das
suspensdes. As suspensdes de nanocapsulas foram diluidas em solu¢do aquosa de
NaCl 10 mM, sendo os resultados expressos pela média de 3 medidas de cada

amostra para trés lotes diferentes de formulac¢des (n=9).

4.2.2.6 Analise de retroespalhamento

As suspensdes de nanocapsulas foram analisadas diretamente em
Turbiscan® (Formulation, Franca). Este equipamento permite determinar a
estabilidade fisico-quimica de emulsBes e dispersdes coloidais, podendo detectar
instabilizacdes causadas por fendmenos irreversiveis, como coalescéncia e
floculacdo, ou processo reversiveis, como cremagem ou sedimentagédo
(LEMARCHAND et al., 2003). A técnica combina transmisséo e retroespalhamento
de luz empregando uma fonte de infravermelho préximo (850 nm) e detectores que
medem, a cada 40 ym, a intensidade da luz transmitida ou refletida que atinge a
amostra (MENGUAL et al., 1999). As formulagdes selecionadas de NC(Cat) nas

concentragdes de 1 mg/mL, 2 mg/mL e 3 mg/mL de minoxidil foram analisadas em

25



cubetas de vidro (20 mL) durante 24 h, a 25 °C, com varreduras a cada 6 minutos.

4.2.2.7 Determinagdo da solubilidade do minoxidil na fase aquosa das

formulagdes

Minoxidil (10 mg) foi adicionado em 1 mL de solu¢do preparada com agua e
polissorbato 80 (10 mL e 76,7 pg, respectivamente, mantendo-se assim a mesma
propor¢do da fase aquosa das formulacdes). A mistura foi agitada em vortex durante
30 s. Apds repouso de 10 dias, a amostra foi agitada novamente em vortex por 30 s
e centrifugada durante 10 minutos a 2.000 xg. O sobrenadante foi entédo coletado,
diluido em 10 mL de fase aquosa, filtrado (Millipore® 0,45 pym) e analisado quanto ao

teor de minoxidil por CLAE, segundo metodologia descrita em 4.2.2.1.

4.2.3 Avaliacéo bioldgica das nanocapsulas de minoxidil

4.2.3.1 Animais

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFRGS sob namero 2007840 (Anexo 2). O experimento bioldgico foi
realizado com camundongos machos C57BL/J obtidos da FEPPS (Fundacgéao
Estadual de Produgdo e Pesquisa em Saude). Os animais foram mantidos no
biotério da Faculdade de Farméacia da UFRGS até o momento de sua utilizagdo. Os
experimentos foram realizados nos Laboratérios do Programa de Pé6s-Graduacgéo
em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF), em espaco reservado aos experimentos
animais (Laboratorio 405). Os animais receberam alimentag@o e agua livre durante
todo o experimento. As condicdes ambientais da sala foram controladas e

adequadas ao abrigo dos animais, com temperatura média de 22 + 2 °C, ciclo
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artificial de luminosidade (12 h claro — 12 h escuro), umidade relativa em torno de 60

% e sanitizacdo diaria.

Duas horas apds a Ultima aplicagdo tépica (dia 21), os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. O sangue total de cada animal foi coletado,
centrifugado e armazenado. Os animais foram entdo acondicionados em
embalagens plasticas adequadas e depositados em freezer especial da Faculdade
de Farmacia até serem recolhidos pelo Servico de Coleta Especial da Prefeitura

Municipal de Porto Alegre.

4.2.3.2 Avaliagéo bioldgica

A avaliagdo biolégica das formulacdes foi feita baseada no protocolo
proposto por CHEN e colaboradores (2005) com modificagbes. Os pélos de
camundongos machos C57BL/J foram removidos através de depilagdo com lamina
depilatéria elétrica, seguida da aplicagéo tépica de locdo depilatéria Veet®. No dia
seguinte, foram aplicadas: a) a formulagdo teste de nanocapsulas catidnicas
contendo 3 mg/mL de minoxidil, b) o controle positivo com solugéo aquosa de sulfato
de minoxidil na mesma concentragdo molar, obtida pelo doseamento da solugéo por
CLAE, ou c) o controle negativo feito com suspenséo de nanocépsulas sem farmaco.
A aplicacdo de cada suspenséo ou solucéo foi feita com auxilio de uma vélvula de
spray. Foram pesados diversos jatos da formulagdo e dos controles, determinando-
se que o valor médio de uma asperséo corresponde a 0,13 mL. Considerando que
as solucdes hidroalcodlicas comercialmente disponiveis apresentam as
concentragcbes de 20 mg/mL e 50 mg/mL (equivalentes a 2 % e 5 %,
respectivamente) e que a dose diaria testada no protocolo proposto por CHEN e
colaboradores (2005) era equivalente a 4 mg/dia de minoxidil, calculou-se que
seriam necessarias 11 aspersfes diarias para atingir a dose (11 x 0,13 mL = 1,43

mL x dose 3 mg/mL = 4,29 mg/dia).
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A avaliacdo do crescimento de pélos foi realizada pela andlise de fotografias
de cada camundongo tiradas a cada 3 ou 4 dias, ao longo de 21 dias, sendo entéo
classificados segundo a escala: 0. pele lisa sem pélos, apds depilagdo, 1. estado
inicial, 2. pélo curto visivel, 3. pélo longo esparso, 4. pélo longo denso e 5. completo

crescimento de pélos.

4.2.3.3 Metodologia analitica para a quantificagdo de minoxidil em amostras de

plasma

As concentracdes plasméticas de minoxidil foram determinadas por CLAE,

utilizando-se as mesmas condi¢des cromatogréficas apresentadas no item 4.2.2.1.

A metodologia previamente validada foi utilizada para a quantificagdo do
farmaco nas amostras de plasma. A exatiddo e a especificidade foram novamente
avaliadas, utilizando-se plasma como matriz. Foram preparadas trés solugdes-méae
contendo 20 mg de minoxidil em 10 mL de etanol, que forneceram diferentes
solugdes nas seguintes concentragdes: 0,15 mg/mL, 0,30 mg/mL, 0,90 mg/mL (n=9).
Aliquotas de 10 uL de cada diluicio foram adicionadas a tubos eppendorfs contendo
90 pL de plasma, a fim de se obter concentracdes finais em plasma de 5, 10 e 30
Mg/mL, respectivamente. Para a precipitagao da amostra sem farmaco (branco, para
teste de especificidade) e das amostras de plasma coletadas apds o experimento
biolégico, 100 pyL de plasma foram precipitados com 200 pL de metanol.
Posteriormente, as amostras foram agitadas em vortex por 3 minutos e
centrifugadas, durante 10 minutos a 2.000 xg e temperatura de 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para inserts colocados dentro de vials e, entdo,

quantificado por CLAE.

28



4.3 Descarte de residuos quimicos

Os residuos quimicos gerados durante a parte experimental do trabalho
foram rotulados e descartados conforme preconizado no Plano de Gerenciamento
de Residuos (PGR), elaborado pela Comissdo de Saude e Ambiente de Trabalho
(COSAT) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), em 2007.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacédo e caracterizagdo das suspensdes de nanocapsulas contendo
minoxidil

5.1.1 Desenvolvimento de suspensfes de nanocépsulas com superficie

anidnica, catibnica ou neutra

As suspensfes de nanocapsulas com superficie anidnica, catibnica ou
neutra foram preparadas utilizando-se como polimeros: Eudragit S100, Eudragit
RS100 ou poli(e-caprolactona), respectivamente, com base na composi¢do quali-
quantitativa de nanocépsulas previamente relatada na literatura (CRUZ, 2005;
PAESE, 2008). Para comparar a influéncia das caracteristicas de superficie, as
formulagcBes de nanocapsulas de minoxidil contendo Eudragit S100, Eudragit RS100
foram obtidas pelo método de deposicéo interfacial de polimero, usando etanol como
solvente orgénico e triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico, monoestearato de

sorbitano e polissorbato 80 como materiais.

A formulagdo de nanocapsulas de Eudragit S100 [NC(An)] apresentou-se
estavel. Por outro lado, observou-se que, imediatamente apdés o preparo, as
formulagBes de nanocéapsulas contendo Eudragit RS100 [NC(Cat)] apresentaram-se
instaveis, ocorrendo separacdo de fases na suspensdo. UBRICH e colaboradores
(2005) prepararam nanoparticulas de ciclosporina com Eudragit RS utilizando
Pluronic® como Unico tensoativo, sem a presenca de monoestearato de sorbitano.
Adicionalmente, SIQUEIRA e colaboradores (2008) também detectaram
instabilidade em formulagdes de nanocépsulas de benzofenona preparadas com
monoestearato de sorbitano e revestidas com quitosana, um biopolimero
biodegradavel policatibnico. Desta forma, no preparo dos lotes subseqlentes de
NC(Cat) contendo minoxidil optou-se por utilizar apenas o polissorbato 80 como

tensoativo. Por consequéncia, para que os polimeros fossem o Unico parametro de
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formulacdo diferente entre NC(An) e NC(Cat), optou-se por preparar NC(An)

também sem o monoestearato de sorbitano.

Para a obtengéo das nanocapsulas com superficie neutra, o polimero poli(e-
caprolactona) foi escolhido por ser um poliéster alifatico que confere ao material
biodegradabilidade e caréater hidrofébico ndo-ionizavel. Como este néo é soluvel em
etanol, as NC(PCL)-S foram preparadas com acetona como solvente organico.
Como o minoxidil ndo é soluvel em acetona, este foi previamente solubilizado em
etanol, sendo, a solugéo, entdo, adicionada na fase organica composta de acetona,
triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico, PCL e monoestearato de sorbitano.
Para fins comparativos, preparou-se a suspensdo de nanocapsulas com Eudragit
S100 [NC(An)-S], utilizando triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico e

monoestearato de sorbitano em acetona e fase aquosa de polissorbato 80.

Todas as formulaces de nanocapsulas foram obtidas como suspensdes
leitosas esbranquicadas com reflexo azulado. Nao houve formag&o de residuos em
qualquer das suspensfes, ndo havendo necessidade de filtragdo ou centrifugagéo

apoés preparacao.

5.1.2 Caracterizagao fisico-quimica das nanocapsulas com superficie aniénica,

catibnica ou neutra

Foram preparados 3 lotes de cada formulacdo, visando avaliar a
reprodutibilidade dos resultados verificados em ensaios preliminares. Para a
formulagdo NC(An) o didmetro médio das particulas foi de 341 nm com uma grande
variagdo entre os lotes. Uma grande variagdo também foi verificada no indice de
polidispersdo. A taxa de encapsulacéo foi similar nos 3 lotes, sendo em média de 69
% (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas de Eudragit S100
contendo minoxidil [NC(An)] preparadas com etanol.

A . Taxa de
Diametro PDI Potencial Teor encapsulacio H
(nm) Zeta(mV)  (mg/mL) p(%) ¢ P
Lote 1 265 0,3 -25 1,23 71,2 5.3
Lote 2 293 0,4 -24 0,91 67,4 5,3
Lote 3 467 0,5 -24 1,11 69,4 51
Média | 341 +109 0,4+0,1 -25+1 1,08 + 0,16 694+1,9 5,240,1

Analisando-se os gréaficos de distribuicdo de particulas (Figura 4), torna-se
evidente a presenca de um sistema dinamico, ja que dentro de uma mesma amostra
ndo houve reprodutibilidade dos diametros nas 3 leituras efetuadas pelo

equipamento, sugerindo uma possivel transferéncia de massa entre as particulas.

Perfis de distribuicdo de tamanho por intensidade evidenciam que as
particulas com menor didmetro tendem a apresentar um pico menor que particulas
de didmetro maior (quando h& uma presenca proporcional de ambas), pois a
intensidade de espalhamento de luz é proporcional ao didmetro elevado na 62
poténcia. Perfis de distribuicido de tamanho por ndmero apresentam a relacdo do
namero de particulas, para cada tamanho, que a formulacdo apresenta. Assim, a
presenca de mais de um pico indica a presenca de mais de uma populacdo de
tamanho diferente. Por outro lado, nos perfis de distribuicdo de tamanho por volume,
a intensidade de espalhamento de luz torna-se proporcional ao diametro elevado na
3? poténcia, j& que o volume de uma esfera é igual a 4/3 = (d/2)® (MALVERN
INSTRUMENTS LTD, MRK656-01).
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Figura 4: Graficos de distribuicdo de particulas por intensidade, numero, volume e
potencial zeta das amostras NC(An), lotes 1 (linha superior) a 3 (linha inferior).

A formulagdo NC(Cat) apresentou resultados com maior reprodutibilidade
entre os lotes (Tabela 3). O diametro médio de 219 nm e o potencial zeta de +15 mV
foram considerados satisfatorios, assim como o baixo indice de polidisperséo (0,1).
Entretanto, ndo foi possivel a obtencédo de uma taxa de encapsulacao maior do que
22,3 %. O pH médio de 6,4 + 0,4 foi condizente com o esperado para formulagfes

preparadas pelo mesmo método e matérias-primas similares.

Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas de nanocépsulas de Eudragit RS100
contendo minoxidil [NC(Cat)] preparadas com etanol.

Diametro PDI Potencial Teor encgiéi?azao pH
(nm) Zeta(mV) (mg/mL) (%)
Lote 1 218 0,1 +15 1,06 20,0 6,7
Lote 2 205 0,1 +14 1,00 22,3 6,5
Lote 3 233 0,2 +16 1,07 18,5 6,0
Média | 219+14 0,1+0,1 +15+1 1,04+0,04 20,3+£1,9 6,41+0,4
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Os gréficos de distribuicdo de particulas de NC(Cat), apresentados na Figura
5, mostraram uma homogeneidade nos lotes, comprovando a existéncia de um
sistema nanométrico estavel, assim como demonstram a excelente reprodutibilidade

na producéo das particulas.

Intensidade NUmero Volume Potencial Zeta

ks B
s
- o
.

i
—

ns
———
s
|
|

g —
o
.
Y
=
LLE L]
EERL
L]
|
-||-l‘l
o1

Figura 5: Graficos de distribuicdo de particulas por intensidade, numero, volume e
potencial zeta das amostras NC(Cat), lotes 1 a 3.

Também foram testadas amostras preparadas com acetona no lugar de
etanol, sendo que estas tiveram em sua composi¢ao o tensoativo monoestearato de
sorbitano. As formulaces NC(PCL)-S, de superficie néo-ibnica, apresentaram
resultados satisfatérios em termos de caracterizacao fisico-quimica e distribuicdo de
particulas, com didmetro médio de 226 nm, baixo indice de polidispersdo (0,1) e
potencial zeta médio de -16 mV (Tabela 4). Entretanto, uma baixa taxa de
encapsulacao foi novamente verificada, com alto desvio entre os lotes (25,6 + 10 %).
Por outro lado, a preparacdo das particulas apresentou alta reprodutibilidade, o que
pode ser observado pelos valores semelhantes obtidos no diametro de particula e
potencial zeta.



Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas contendo minoxidil e o
polimero PCL [NC(PCL)-S], preparadas com acetona.

Diametro Potencial Teor Taxade ~
(nm) PDI Zeta(mV) (mg/mL) encap(;:;lagao pH
Lote 1 218 0,1 -18 1,08 18,4 6,9
Lote 2 229 0,1 -16 0,98 36,9 6,5
Lote 3 229 0,1 -15 1,15 21,6 6,3
Média 226 +7 0,10 -16+£2 1,07 £0,09 25,6 £10 6,6+0,3

As curvas de distribuicdo de particulas de NC(PCL)-S indicaram uma
distribuicdo unimodal, confirmando seu baixo indice de polidispersdo e
reprodutibilidade de preparacdo pela existéncia de uma Unica populacdo nos
diferentes lotes de formulacgdes (Figura 6).
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Figura 6: Graficos de distribuicdo de particulas por intensidade, numero, volume e
potencial zeta das amostras NC(PCL)-S, lotes 1 a 3.

36



As Ultimas formulagdes testadas, NC(An)-S, apresentaram didmetro meédio
de particula adequada (264 nm), no entanto a taxa de encapsulacdo néo foi
reprodutivel entre os 3 lotes (71,5 %, 73,0 % e 40,4 %). Adicionalmente, o indice de
polidispersao foi mais elevado (0,4 + 0,1) do que os valores observados para as

formulagdes anteriormente descritas (Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas contendo minoxidil e o
polimero aniénico Eudragit S-100 [NC(An)-S], preparadas com acetona.

. . Taxa de
Diametro PDI Potencial Teor encansulacio H
(nm) Zeta(mV)  (mg/mL) p(%) ¢ P
Lote 1 273 0,3 -20 1,06 71,5 5,3
Lote 2 258 0,4 -17 1,06 73,0 5,4
Lote 3 263 0,4 -18 0,99 40,4 5,4
Média | 264+8 0,4%0,1 -18+2 1,04 £ 0,04 61,7 £18 5,4+0,1

Os graficos de distribuicdo de particulas de NC(An)-S (Figura 7)
evidenciaram novamente a presenca de um sistema dindmico, como ja havia sido
observado para a formulacdo preparada com o mesmo polimero, mas na presenca

de etanol e sem monoestearato de sorbitano [NC(An)].
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Figura 7: Graficos de distribuicdo de particulas por intensidade, nimero, volume e
potencial zeta das amostras NC(An)-S, lotes 1 a 3.

Ao compararmos todas as amostras preparadas, é possivel perceber uma
boa reprodutibilidade em termos de diametro de particulas, com valores inferiores a
300 nm [a excecdo de uma das triplicatas de NC(An)]. Os resultados estdo de
acordo com relatos anteriores, que descrevem a obtencdo de nanocapsulas
preparadas pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado
(COUVREUR et al., 2002; ZILI et al., 2005). Em relacdo aos teores obtidos, todas as
formulagcBes apresentaram valores proximos ao tedrico de 1 mg/mL. Entretanto, as
maiores variagdes foram observadas nas taxas de encapsulacdo, que variaram entre
18,4 % e 73 %.

A formulagcdo NC(An), dentre todas as testadas, foi a que apresentou em
média a maior taxa de encapsulacao (69,4 % + 1,9). O indice de polidispersao foi
mais elevado para NC(An) e para NC(An)-S do que para as outras formulagdes. Os
valores de pH de 5,2 e de 5,4 observados para as formulagcdes NC(An) e para

NC(ANn)-S (Tabela 2 e Tabela 5, respectivamente) foram semelhantes e levemente
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inferiores do que os determinados para as outras formulagfes, cujas médias foram
de 6,4 e 6,6.

Diferencas nos valores de pH entre formulagdes preparadas com Eudragit
RS 100 [NC(Cat)] e Eudragit S100 [NC(An) e NC(An)-S] podem ser explicadas com
base na analise das estruturas quimicas destes polimeros. O Eudragit S100
pertence a uma série de copolimeros entéricos desenvolvidos para controle de
liberag@o de farmacos, sendo considerado um polimero com reversivel solubilidade
pH dependente (OLIVEIRA et al., 2009). Sua estrutura quimica esta demonstrada na
Figura 8 (B), evidenciando o grupamento idnico COOH. A proporgdo entre
grupamentos carboxilicos livres e grupos ésteres é de aproxidamente 1:2. O
comportamento destes polimeros é dependente do seu estado de protonagdo: em
altos valores de pH, os grupos carboxilicos presentes no Eudragit S100 ionizam-se,
ocorrendo uma mudancga na sua conformag&o e uma consequiente repulsdo entre as
cargas negativas dos carboxilatos. J& em baixos valores de pH, estes grupamentos
ndo estardo ionizados (OLIVEIRA et al, 2009). Os valores de pH levemente
inferiores, determinados para estas formula¢des, demonstram que a parede das
nanocapsulas preparadas com Eudragit S100 esta insoluvel na suspensdo. No caso
do Eudragit RS100 [Figura 8 (A)], trata-se de um copolimero de ésteres dos &cidos
acrilico e metacrilico que apresenta 5% de grupamentos amdnio quaternario, sendo
insolivel em 4gua. Além disso, possui um perfil de permeacéo independente do pH
do meio e possibilita liberacdo prolongada, além de um prolongado tempo de
residéncia das nanoparticulas em contato com as mucosas (DILLEN et al., 2006;
FUJIMORI et al. 2005; VERVOORT e KINGET, 1996).
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Figura 8: Estruturas quimicas do (A) Eudragit RS100 e (B) Eudragit S100.

Ao avaliarmos a amostra NC(PCL)-S, esta foi considerada uma formulacéo
com possivel potencial para uso, tendo apresentado didmetros, PDI, pH, potencial

zeta e distribuic@o de particulas satisfatorios.

NC(Cat) apresentou baixo PDI, que foi 0 menor dentre todas as amostras
preparadas. J& NC(An) e NC(AN)-S mostraram sempre um PDI acima de 0,3,
indicando uma possivel falta de homogeneidade nos tamanhos das particulas.
indices de polidispers&o abaixo de 0,25 indicam uma distribuic&o restrita do tamanho
de particula e, consequentemente, uma adequada homogeneidade do sistema
(ALVES et al., 2007).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em razao da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcéo de
espécies idnicas presentes no meio aquoso da dispersdo. Fosfolipideos, poloxamers
e os polimeros constituintes das nanoparticulas séo os principais componentes das
formulagbes capazes de influenciar o potencial zeta. Em mddulo, valores
relativamente altos s@o importantes para uma boa estabilidade fisico-quimica da
suspensao coloidal, pois grandes forgas repulsivas tendem a evitar a agregagao em
funcdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes (SHAFFAZICK et al.,

2003). Paralelamente, o uso de poloxamers, polissorbatos e outros polimeros podem
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estabilizar os colodides por impedimento estéreo, aumentando também a barreira de
energia requerida para a agregagdo. Todas as formulagbes preparadas
apresentaram valores de potencial zeta compativeis com 0s respectivos

revestimentos (polimero formador da parede das nanocépsulas e polissorbato).

As caracteristicas de superficie das particulas também podem alterar a
resposta biolégica do farmaco encapsulado, ja que este potencial de superficie pode
influenciar a penetragdo das nanoparticulas através da pele e mucosas. Diversos
polimeros vém sendo utilizados com a finalidade de modificar superficies, tais como
sais de quitosana e trimetilquitosana (VALENTA, 2004). Estes polimeros, carregados
positivamente, interagem ionicamente com grupos negativamente carregados
presentes no glicocalix, sendo capazes assim de aumentar a permeabilidade
paracelular do epitélio com a mucosa intestinal, nasal e bucal por abertura das tight
junctions. Nos ultimos anos, provou-se que as tight junctions também ocorrem na
camada granular da epiderme (VALENTA, 2004). Com base nestas informagdes,
acredita-se que nanocapsulas com superficie catibnica, preparadas com Eudragit
RS100, também possam promover um aumento na penetracdo percutanea, atuando
pelo mesmo mecanismo. Tendo em vista estas consideragdes e os resultados acima
expostos, a formulagdo de nanocapsulas NC(Cat) foi entdo selecionada para dar

continuidade aos estudos.

5.1.3 Estudo da influéncia da concentracdo de minoxidil na estabilidade fisica

das nanocépsulas

Todas as formulagdes anteriormente descritas foram preparadas visando
uma concentracdo final de minoxidil de 1 mg/mL. Independente da taxa de

encapsulacdo obtida, todas apresentaram um teor experimental proximo ao tedérico.

Uma série de formulacdes NC(Cat) em concentracdes crescentes de
farmaco (1, 5, 10 e 15 mg/mL) foram entdo preparadas e caracterizadas, visando a

obtengcdo de nanocépsulas cuja estabilidade permitisse o maior teor de minoxidil
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encapsulado. Todas as amostras apresentaram diametros, PDI e potencial zeta
satisfatorios. Entretanto, verificou-se que, acima de 5 mg/mL, as concentracfes
obtidas foram bem inferiores as teodricas, evidenciando uma possivel sedimentacao
de nanocristais de minoxidil. Ja as taxas de encapsulacdo variaram conforme a
formulacdo, mantendo-se semelhantes as anteriormente obtidas para NC(Cat) na
concentragdo de 1 mg/mL, inferior no caso da de 5 mg/mL e superiores nas de 10 e

15 mg/mL. Os resultados obtidos estado apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Caracteristicas fisico-quimicas de NC(Cat) contendo minoxidil nas
concentragfes de 1, 5, 10 e 15 mg/mL, no dia 0 e ap6s 14 dias do preparo.

Conc Dia 0
(Trﬁg/rrfs Diametro 5~ Potencial Teor encg?)Xsau(ljaegéo pH
(nm) Zeta(mV) (mg/mL) (%)
1 180 0,1 +17 0,93 19,7 6,4
S 187 0,1 +15 3,48 9,6 6,7
10 188 0,1 +14 7,01 62,8 6,5
15 199 0,1 +16 7,59 68,3 6,0
Conc Dia 14
Tebrica A
(mg/mL) Diametro (nm) PDI Teor (mg/mL)
1 191 0,1 0,95
5 194 0,1 2,67
10 190 0,1 3,63
15 202 0,1 3,45

Estas mesmas amostras foram analisadas novamente apés 14 dias do
preparo (Tabela 6). A amostra NC(Cat) preparada com a concentragdo tedrica de 1
mg/mL manteve seu didmetro, teor e PDI estaveis durante o periodo de
armazenagem. Entretanto, verificou-se que as amostras de NC(Cat) preparadas
teoricamente com 5, 10 e 15 mg/mL apresentaram uma diminui¢céo significativa nos
seus teores, embora seus diametros e PDI tenham permanecido estaveis. Estas
observagbes foram confirmadas estatisticamente, onde estas amostras

apresentaram diferenga significativa para teor (Teste-t, p<0,05). Todavia, ndo houve
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diferenga estatistica significativa para didmetro e PDI, com excecdo da amostra
preparada com 15 mg/mL. P6de-se concluir, entdo, que as formulagbes NC(Cat)
preparadas com concentracfes tedricas de minoxidil maiores que 5 mg/mL ndo sao

adequadas para a continuidade do trabalho.

POHLMANN e colaboradores (2008) demonstraram que 0 processo de
encapsulacdo de farmacos lipofilicos em nanoparticulas pode formar
simultaneamente nanoparticulas poliméricas e nanocristais do farmaco, quando o
sistema é supersaturado. Uma correlacdo entre a variacdo na intensidade de
espalhamento de luz e um decréscimo no teor de farmaco foi evidenciada, em
amostras estocadas sem agitagdo (iméveis), nas quais séo relatadas a presenca de
nanocristais. Logo, quando as formulagbes s&o supersaturadas, os nanocristais
formados durante o preparo sofrem aglomeragdo e precipitam durante o
armazenamento. Para verificar a hipotese da presenca de nanocristais em NC(Cat),
uma aliquota da formulagdo foi observada em microscépio Optico. Esta analise

mostrou a auséncia deste tipo de estrutura nas amostras NC(Cat).

A partir destes resultados, foram entdo preparadas e caracterizadas
amostras NC(Cat) contendo minoxidil nas concentragfes tedricas de 2 e 3 mg/mL
(Tabela 7).

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas de NC(Cat) contendo minoxidil nas
concentragdes de 2 e 3 mg/mL.

ngr?ga Diametro PDI Potencial Teor encg?)Xsau(ljaegéo pH
(mg/mL) (nm) Zeta (mV)  (mg/mL) (%)
2 169 0,1 +13 2,05 20,5 6,8
3 175 0,1 +12 3,02 21,2 6,8

Tanto a amostra NC(Cat) preparada teoricamente com 2 mg/mL como a
preparada teoricamente com 3 mg/mL mostraram teores de farmaco estaveis,
demonstrado a recuperagéo total do farmaco apds dissolucdo dos sistemas. Essas

formulag6es NC(Cat) apresentaram diametros médios entre 160 e 180 nm, indice de
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polidisperséo de 0,1, potencial zeta entre +12 e +13 mV e taxa de encapsulacdo em
torno de 20 %.

5.1.4 Estudo da estabilidade acelerada por espalhamento multiplo de luz

O estudo da estabilidade acelerada por espalhamento multiplo de luz foi
entdo realizado nas amostras de NC(Cat) preparadas com concentracdes tedricas
de minoxidil de 1, 2 ou 3 mg/mL. Comparado a outros métodos de analise de
particulas, como medidas de diametro, potencial zeta e microscopia, este apresenta
a vantagem de analisar diretamente sistemas concentrados, sem necessidade de
diluicdo prévia (TURBISCAN, 1996) e de forma mais rapida, facil e segura do que

por observagédo visual do analista.

Os graficos de variagdo de backscattering apds andlise das 3 amostras
estdo apresentados na Figura 9. S@o analisados os gréficos de variagdo de
backscattering no caso dos valores de transmissao inferiores a 0,2 %. Como as trés
amostras analisadas mostraram valores inferiores a 0,2 %, somente os graficos de

variacao de backscattering séo apresentados.
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Figura 9: Graficos de variacdo de backscattering das suspensdes de nanocapsulas:
NC(Cat) 1 mg/mL (A), NC(Cat) 2 mg/mL (B) e NC(Cat) 3 mg/mL (C).

Nos graficos de variacdo de backscattering, a parte esquerda refere-se a
base da cubeta de andlise e a direita ao topo da mesma. Os fenbmenos de
instabilidade, como cremagem, floculagéo, sedimentacdo ou coalescéncia, podem
ser visualizados na base, no topo ou no centro da cubeta, através da observacao do

aumento ou diminuigédo na variagédo de backscattering.

Os resultados obtidos mostram que as trés formulacdes séo relativamente
estaveis, com leve tendéncia a cremagem, evidenciada no aumento de
backscattering acima de 40 mm. Este fendmeno fisico indica uma migracdo de
particulas no sistema, que pode levar a alteracdo na homogeneidade da disperséo
ao longo do tempo devido a sua menor densidade que a densidade do meio. O
processo de cremagem ocorre quando as particulas dispersas flutuam em relagcédo a
fase continua, tornando as por¢des superiores mais opacas (ROLAND et al., 2003).
Na Figura 9 [(A) e (C)] pode-se perceber ainda uma tendéncia a sedimentacao,

visualizada na base da cubeta, que poderia indicar a presenca de outro tipo de
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particulas concomitantemente, que sdo mais densas que o meio. O fendbmeno de
sedimentacdo normalmente € determinado por caracteristicas como tamanho,
interacdo particula-particula, densidade de particulas, ou ainda condigbes fisico-
quimicas ou hidrodindmicas (AZEMA, 2006).

Um estudo de estabilidade convencional de bancada foi realizado em uma
amostra da formulagdo NC(Cat) contendo 3 mg/mL de minoxidil (Tabela 8). Os
resultados foram condizentes com os obtidos no estudo de estabilidade acelerada,
onde se verificou que o tamanho das particulas ndo sofreu alteragédo significativa
durante a analise. A formulacdo apresentou didmetro, potencial zeta e PDI estéveis

durante o periodo de 240 dias.

Tabela 8: Caracteristicas fisico-quimicas de NC(Cat) 3 mg/mL nos dias 0, 120 e 240.

Caracteristica Dia 0 Dia 120 Dia 240
Diametro (nm) 175 188 174
Potencial Zeta (mV) +12 +10 +12
PDI 0,14 0,12 0,16

Os graficos de distribuicdo de particulas também ndo apresentaram
variagfes significativas no periodo de armazenagem (dia 0, 120 e 240), durante o

qual permaneceu a temperatura ambiente e ao abrigo da luz (Figura 10).
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Intensidade NUmero Volume Potencial Zeta

Figura 10: Gréficos de distribuicdo de particulas por intensidade, nimero, volume e
potencial zeta da amostra NC(Cat) 3 mg/mL, nos dias O (linha superior), 120 (linha
central) e 240 (linha inferior).

Dados da literatura (USP 27) indicam que o minoxidil é ligeiramente solivel
em agua. A solubilidade do minoxidil na fase aquosa das nanocépsulas foi entéo
determinada experimentalmente, encontrando-se um valor de 2,45 mg/mL. Desta
forma, a formulacdo NC(Cat) 3 mg/mL que apresentou-se estavel com taxa de
encapsulacdo em torno de 20 % tem 2,45 mg de farmaco solubilizados na fase
aguosa da formulagcdo. A saturacdo da fase aquosa levou ao equilibrio de 20 %
encapsulado e 80 % solubilizados. E possivel que o minoxidil esteja fracamente
adsorvido a matriz polimérica, estando na interface com a fase aquosa. Parte do
farmaco que é sollvel passa através do filtro no processo de ultrafiltracao-

centrifugacéo, podendo ser quantificado no ultrafiltrado.

Diante dos resultados apresentados, a formulagdo NC(Cat) preparada com
concentracdo teorica de minoxidil de 3 mg/mL foi selecionada para o estudo
bioldgico por ter diametro estavel entre diferentes medidas consecutivas do mesmo
lote, assim como entre diferentes lotes. Adicionalmente, a formulacdo apresentou
estabilidade fisica de diametro, PDI, pH, potencial zeta e teor de farmaco. Apesar de

apresentar uma taxa de encapsulacdo em torno de 20 %, o
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caréter catidnico da superficie das particulas pode vir a ser uma vantagem adicional
em termos de aplicacdo topica, devido as suas caracteristicas de mucoadesividade
ja relatadas na literatura (ANDREWS et al., 2009; CUI et al., 2006; NAGARWAL et
al., 2009).

5.2 Avaliagdo biologica do crescimento de pélos em camundongos
previamente depilados

O estudo bioldégico comparativo do crescimento de pélos foi realizado
utilizando como modelo animal camundongos machos C57BL/J. Estes foram
previamente depilados na véspera do inicio do experimento. Por tratar-se de uma
formulac&o para uso capilar, optou-se pelo uso das nanoparticulas na forma liquida,
sem qualquer tipo de espessamento com bases semi-sélidas. As formulagbes do
grupo controle negativo [NC(Cat) sem farmaco], controle positivo (solugdo aquosa
de sulfato de minoxidil 4,26 mg/mL") e formulagéo teste [NC(Cat) 3 mg/mL] foram

aplicadas diariamente, por 21 dias.

Na Figura 11 estdo apresentados os animais no dia zero, apds a depilagéo.
Pode-se verificar que alguns animais apresentaram sombras que foram
consideradas como pélo em fase anadgena (fase de crescimento). Essas éareas
mostraram um crescimento mais acelerado, que, no entanto n&o interferiram no

andamento do experimento.

Ao longo do experimento, os animais foram classificados conforme a escala
de crescimento definida (Tabela 9). Apesar da presenca de sombras em alguns
animais, verificadas no momento da depilagdo, todos foram considerados como
tendo pele lisa sem pélos no dia zero. Até o dia 10 ndo foi possivel visualizar
nenhuma diferenga significativa entre os grupos, ja que todos o0s animais

apresentaram crescimento leve a esparso de pélos. Entretanto, apdés 14 dias,

! Determinada por ensaios preliminares de Karl-Fischer, UV-Vis e HPLC.
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percebeu-se um grande aumento no crescimento de pélos em todos 0S grupos,
sendo que este foi muito mais evidente no grupo das nanocépsulas, como pode ser
visto na Figura 12. Em vista disso, para uma melhor visualizagédo do efeito das
formulacdes testadas, somente seréo apresentadas as fotografias dos dias 0 e 14. O
acompanhamento da evolucao individual de cada animal ao longo dos 21 dias pode

assim ser feito através da andlise da Tabela 9.

Tabela 9: Classificagéo do crescimento de pélos ao longo de 21 dias.

Classificacao G’(Ilézgtiff/%n(tg)le G;%Zﬂiggrzgf)le Grupo Teste (NC)
Dia 0 0O 000O0OO0OOOO0OOOOO|O0OO0O0OOO0OD
Dia 3 0 0001112010201 10011
Dia 7 01112231102 0}210011
Dia 10 11112 2|41 102 0110011
Dia 14 55 11 2 2|5 2 4 4 3 4|45 5 55 5
Dia 17 551 2 3 2|5 35 4 3 4|55 5 55 5
Dia 21 55 2 2 3 3|5 455 45|55 5555
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Figura 11: Dia zero, ap6s depilacdo. Grupo controle negativo (C-, linha superior),
grupo controle positivo (C+, linha central) e grupo teste (NC, linha inferior).

No grupo Controle Negativo, o crescimento dos pélos foi visivelmente inferior
aos demais grupos. Em 14 dias de experimento, a exce¢do de 2 animais, que
também apresentaram o rapido crescimento entre os dias 10 e 14, os demais
animais mostraram pélos em estado inicial (1) ou pélo curto visivel (2). Ja no grupo
Controle Positivo, somente 1 animal apresentou completo crescimento de pélos (5),
sendo que os outros tiveram um pélo longo, mas variando entre esparso (3) ou
denso (4). Os melhores resultados foram obtidos no grupo das nanocépsulas, em
gue 5 dos animais apresentaram completo crescimento de pélos e apenas 1 mostrou

pélos longos densos.
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Figura 12: Apo6s 14 dias de tratamento. Grupo controle negativo (C-, linha superior),
grupo controle positivo (C+, linha central) e grupo teste (NC, linha inferior).

JUN-BO e colaboradores (2007) avaliaram o efeito de etossomas de
minoxidil (sistemas vesiculares lipidicos com relativamente alta concentracdo de
etanol) na liberacdo dérmica e no ciclo capilar de camundongos C57BL. Apos 18
dias de tratamento, pélos cresceram na pele do grupo tratado com os etossomas,
sendo que no grupo controle com solugédo de minoxidil os pélos ainda ndo haviam
atingido a superficie, embora a coloracao da pele comecasse a escurecer. A pele
dorsal do grupo branco permaneceu rosada. Analises histologicas dessas peles
indicaram que, no grupo tratado, os foliculos pilosos aumentaram, e a papila capilar
tornou-se completamente rodeada por bulbos capilares.

TOUITOU e colaboradores (2000), ao sugerirem este novo modelo de
sistema, realizaram também teste in vitro de liberacdo de etossomas de minoxidil,

encontrando uma significativa diferenca estatistica de permeacéao entre estes e as 3

formulagdes controle, todas contendo 0,5 % de minoxidil (solucéo
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etandlica de fosfolipideos, solucdo etandlica a 30 % e etanol absoluto).

Em estudo bioldgico e de penetragédo cutanea, SHIM e colaboradores (2004)
comprovaram que nanoparticulas facilitam a penetracdo do minoxidil. Entretanto, no
experimento in vivo, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as
nanoparticulas e os grupos controle. A hipétese dos autores, de que a fina
espessura do estrato cérneo e da pele de camundongos C57BL sejam as causas da
diminuicdo das diferengas in vivo, poderia ser questionada com o0s resultados

encontrados neste presente trabalho.

As nanoparticulas com superficie catibnica testadas mostraram-se eficientes
para o crescimento de pélos, em um curto periodo de 14 dias. Este crescimento foi
mais acelerado do que ambos os grupos controle, evidenciando o vantajoso efeito
farmacolégico das nanocépsulas, além de uma possivel reducdo no risco de reagfes
cutdneas indesejadas, j& que estas s&@o geralmente causadas pelo veiculo
hidroalcodlico ou pelo co-solvente propilenoglicol, que sdo componentes das

formulagdes convencionais.

5.3 Deteccéo de minoxidil nas amostras de plasma

Visando confirmar que o método analitico j& validado apresentava resultados
reprodutiveis e confidveis para a quantificagdo de minoxidil em plasma, o parametro
de exatiddo foi avaliado por meio de amostras com quantidades conhecidas do
analito em questéo (FDA, 2001).

A
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Tabela 10 demonstra as faixas de concentragdo e as concentracbes médias

determinadas, bem como a exatiddo em relacao as concentragdes tedricas.
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Tabela 10: Avaliagdo da exatiddo do método analitico de doseamento do minoxidil
em plasma (n = 9)

Concentracao Faixa de conc. Média D.P Exatidéo
tedrica (ug/mL) | determinada (pug/mL) (pg/mL) T (%)
50 4,3-4,3 4,3 0,0 85,1 - 85,2
10,0 9,1-10,8 9,7 1,0 90,5 - 108,3
30,0 27,1-31/4 29,1 2,1 90,3 -104,6

A FDA preconiza que a variagdo entre o valor real e o valor tedrico das
amostras deve se manter em torno de 15 % para um minimo de 5 determinacdes
(FDA, 2001). Pode-se observar que a exatiddo calculada para as amostras nao
apresentou variagcao superior a 15 %, indicando que o método é exato para a faixa

de concentracdo analisada.

As amostras de plasma de cada grupo coletadas ao final do experimento
foram entdo analisadas, em triplicata, conforme metodologia descrita no item 4.2.3.3
(n=18 por grupo). Os animais do grupo controle positivo apresentaram niveis de
minoxidil abaixo do limite de detecgdo (0,3 ug/mL), sendo possivel perceber a
existéncia de proeminéncias, no tempo de retencdo do farmaco, em 8 amostras,
havendo auséncia nas restantes. Ja nos animais do grupo teste (NC), os
cromatogramas apontaram a existéncia de minoxidil em todas as amostras, sendo
que somente uma amostra (NC 2, com 0,45 ug/mL) apresentou niveis entre o limite
de deteccdo e o de quantificagdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
MIYAZAKI e colaboradores (2003), que avaliaram a capacidade de liberacdo
sistémica de nanocapsulas contendo indometacina e poli(cianoacrilato de n-butila)
(PNBCA). Foram encontrados maiores niveis plasmaticos de indometacina apds 6 h
da aplicacéo tépica, confirmando o que j& havia sido observado pelos autores em
ensaio de permeacdo in vitro. Estes resultados mostraram que, ao contrario
esperado, a aplicacdo das nanoparticulas aumentou a disponibilidade sistémica da
indometacina. Os autores sugerem que nanocapsulas de PNBCA, devido ao seu
tamanho de particula e caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas de superficie,
podem penetrar através do estrato corneo e da epiderme, alcangando a circulacéo

sangliinea. HAGENS e colaboradores (2007) relatam diversos estudos que sugerem
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a permeabilidade da pele a nanomateriais com distintas propriedades fisico-
quimicas (tamanho, forma, carga, material). Estes estudos reportam dados
indicando que a migragdo de nanoparticulas através da pele é possivel,
especialmente quando uma friccdo mecénica é aplicada na pele, podendo alcancgar
a circulacéo sistémica (HAGENS et al.,2007; CEVC, 2004).

Por outro lado, a influéncia da superficie das particulas no processo de
absorcgéo transdérmica foi analisada por KOHLI e ALPAR (2004), onde particulas de
latex negativamente carregadas (didmetros entre 50 e 500 nm) foram capazes de
penetrar a epiderme, o que ndo ocorreu com particulas de superficie neutra ou
positiva. Entretanto, os proprios autores reconhecem que os resultados encontrados
sdo contraditorios aos preceitos de seletividade de penetragdo da pele, ja que esta,
por apresentar cargas negativas, favoreceria a passagem de espécies catibnicas.
Esta seletividade foi também demonstrada por MARRO e colaboradores (2001), ao
estudarem as propriedades de permeacdo iontoforéticas da pele humana e de

porco.

No presente trabalho, objetivou-se desenvolver uma formulagédo de
nanocapsulas contendo minoxidil para o uso topico no tratamento da calvicie.
Diferentes formulac6es foram preparadas e caracterizadas, através de variacdes nos
componentes, j que estas alteracdes poderiam afetar a atividade farmacolégica do
minoxidil nanoencapsulado. A formulagdo NC(Cat), preparada sem monoestearato
de sorbitano e com Eudragit RS 100, foi entdo selecionada para o estudo bioldgico,
mostrando excelentes resultados quando comparada aos grupos controle. Foi
possivel também detectar o minoxidil em amostras de plasma do grupo tratado, o
que indica que provavelmente as nanocapsulas foram capazes de penetrar no
foliculo piloso e liberar o minoxidil nas camadas mais profundas da pele e/ou, ainda,
provavelmente serem captadas pelas células dendriticas sendo absorvidas

sistemicamente.
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6 CONCLUSOES

e Foi possivel obter suspensdes de nanocpsulas com diferentes superficies
ibnicas e contendo minoxidil, preparadas pelo método de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado, apresentando didmetros médio de particula nanométricos e
indices de polidispersdo abaixo de 0,2. A formulac&o selecionada para os ensaios
biol6gicos apresentou particdo de minoxidil entre as nanocapsulas e a fase aquosa,

sendo a taxa de encapsulacao de 20 %.

e No estudo para o aumento da taxa de encapsulagdo da formulagdo NC(Cat), as
formulagbes preparadas com concentragdes de minoxidil de 5, 10 e 15 mg/mL
mostraram teores totais muito inferiores a 100 % logo apés preparo, com
decaimento elevado ap6s 14 dias. No caso das suspensdes preparadas com
concentragfes de farmaco de 1, 2 e 3 mg/mL, os teores foram de aproximadamente

100 % e a taxa de encapsulagéo foi similar para todas as formulagdes (20 %).

¢ As analises de retroespalhamento, através de Turbiscan LAb® demonstraram que
NC(Cat), preparadas com concentragcbes de farmaco de 1, 2 e 3 mg/mL,

apresentam-se satisfatoriamente estaveis.

e O estudo bioldgico realizado para verificar o re-crescimento de pélos em
camundongos apresentou excelentes resultados no grupo teste (NC), quando
comparado aos grupos controle positivo (C+) e negativo (C-). O crescimento foi
visualmente mais acelerado e praticamente completo em apenas 14 dias, o que nao

ocorreu nos grupos controle.

e As amostras de plasma coletadas ao término do experimento sugerem a absorcao
sistémica do minoxidil nos animais do grupo NC. Entretanto, os baixos valores
encontrados foram inferiores ao limite de quantificagdo. Nas amostras do grupo C+,
alguns animais mostraram evidéncias de absor¢do, porém com valores muito abaixo

do limite de detecgéo.
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e A avaliagdo do conjunto dos resultados obtidos demonstra que a formulagéo
NC(Cat) apresenta excelente acdo farmacoldgica, sendo potencialmente aplicavel
no tratamento topico da calvicie, como alternativa as solugdes de minoxidil

atualmente comercializados.

PERSPECTIVA

Verificar a eficicia da formulagdo NC(Cat) apés aplicagdo de doses menores
e/ou alteragdo de protocolo de tratamento para aplicagdo da dose em dias

alternados, visando diminuir a absorcéo sistémica de minoxidil.
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8 ANEXOS

Anexo 1

Validagdo do método analitico para doseamento do minoxidil em

nanocépsulas.

O objetivo de uma validag&o € demonstrar que o método € apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinagdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos. Deve
garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das

aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

1.1 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos s&@o diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. Apos avaliacéo visual do gréfico, se
houver relacdo linear aparente, os resultados deverdo ser tratados por métodos
estatisticos apropriados para determinagéo do coeficiente de correlacéo, interseccao
com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da
regressao linear e o desvio padrao relativo (BRASIL, 2003). No intervalo de 0,5
ug/mL a 50 pg/mL, a quantificacdo do minoxidil foi linear, apresentando um
coeficiente de correlagédo superior a 0,99, intersecgdo com o eixo Y igual a 7927,6 e
coeficiente angular de 140829, demonstrando estar de acordo com as normas

preconizadas nos guias de validagédo vigentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005) (Figura
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13).
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Figura 13: Representacdo grafica da curva média do minoxidil, quantificado por

CLAE (n =5, para cada ponto da curva).

O valor de F (155266,87) da ANOVA da regressédo foi maior que o F

tabelado (4,11) para P < 0,05, indicando a existéncia de regresséo linear entre as

variaveis relacionadas (Tabela 11).

Tabela 11: Célculo de ANOVA para analise da linearidade do método analitico de

quantificacdo do minoxidil em nanocépsulas

Fontes de variagdo | GL SQ Variancia F calc F tab
Entre 8 2,33E+14 2,91E+13 3736,48 2,21
Regressao linear 2,33E+14 2,33E+14 155266,87 4,11
Desvio linearidade 7 10510605229 1501515033 0,19 2,28
Dentro 36 2,80788E+11 7799653447
Total 44
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1.2. Precisao

A precisdo é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL,
2003). A precisdo intra-corrida (ou repetibilidade) é a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo, com 0 mesmo analista e mesma
instrumentacdo. A avaliagdo do coeficiente de variacdo a cada dia da validagio
(Tabela 12) demonstra uma pequena varia¢cdo na andlise de amostras de mesma
concentragdo em um mesmo dia. A precisdo intermediaria, ou precisdo inter-
corridas, considera a concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes de
analise. Neste caso, o CV inter-dia ndo ultrapassou 3 %, sendo inferior ao limite
maximo de 5% estabelecido pelos cédigos oficiais (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Tabela 12: Avaliacdo dos coeficientes de variagdo intra e inter-dia do método
analitico para doseamento do minoxidil em nanocépsulas (n = 6).

10,0 pg/mL de minoxidil
Dia de validagao
Média (ug/mL) CV %
1 11,49 2,05
2 11,47 2,02
3 12,00 2,73
Inter-dia 11,66 2,53

1.3. Exatidao

Para um método analitico, a exatiddo significa a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).
Amostras de NC foram contaminadas com minoxidil, resultando nas concentragdes

finais de 3, 9 e 17 yg/mL. Os valores percentuais de minoxidil recuperados a partir
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das solugdes-amostra encontraram-se dentro dos intervalos permitidos (ICH, 2005),

conforme observado na Tabela 13.

Tabela 13: Avaliagdo da exatiddo do método analitico de doseamento do minoxidil
em nanocapsulas (n = 9)

C(_)nce_nj[rac;ao de Conc. + DP Exatiddo %
minoxidil (ug/mL)
3,0 3,08 £ 0,04 102,8
9,0 9,14 + 0,28 101,6
17,0 16,90 + 0,68 99,4

1.4. Especificidade

A especificidade é a capacidade que um método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como

impurezas, produtos de degradagéo e componentes da matriz (BRASIL, 2003).

7

Os cromatogramas apresentados na Figura 14 mostram que o método é
especifico para a quantificacdo do minoxidil em suspensfes de nanocapsulas, ndo

sendo observada nenhuma interferéncia dos demais componentes da formulacao.
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Figura 14: Cromatogramas obtidos na detec¢do das nanocapsulas sem minoxidil (A)
e das nanocapsulas com minoxidil (B).

1.5 Limite de Detecgéo (LD) e Limite de Quantificagcéo (LQ)

O Limite de detec¢éo (LD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém n&o necessariamente quantificado, sob
as condi¢gdes experimentais estabelecidas. No caso de métodos instrumentais como
CLAE, a estimativa do limite de detecgédo pode ser feita com base na relagdo de 3
vezes o ruido da linha de base, podendo ser determinado pela equagédo: LD = (DPa
x 3) / IC, onde: DPa € o desvio padréao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo,

3 curvas de calibragéo construidas contendo concentrages do farmaco proximas ao
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suposto limite de quantificacé@o e IC é a inclina¢do da curva de calibracdo (BRASIL,
2003).

Jé o Limite de Quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condigBes experimentais estabelecidas. Pode também ser expresso pela equacao
LQ = (DPa x 10) / IC (BRASIL, 2003).

Através das equacdes acima, determinou-se o limite de deteccdo do

minoxidil em 0,30 ug/mL, sendo o limite de quantificagao 0,92 ug/mL.

Considerando-se que os parametros usados para a validacdo do método
analitico de quantificagdo do minoxidil em suspensdes de nanocépsulas encontram-
se em concordancia com as especificagbes oficiais, o método avaliado foi
considerado linear, preciso, exato e especifico, sendo adequado para a

determinac@o do minoxidil nas amostras de nanocapsulas.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CARTA DE AFRGOVACAD

O Comité de Etlca em Pesaquisa da Universidade Fedaral do Rio Grande do Sul anallacu

0 projeto:;
rmaro = 2007840
Titulo : Obtenglo, caracterizacio fisico-quimlcs & avaliagio olbgica de
nanoparticulas polimércas contendo minoxidil
Pesguisador [es]) :
ME PARYIGIFAC AT aiL FOME

Sl STANIBCUASK GUTERRES PESE REBPONSAVEL RDOOSTH (ufrgs.br 35085218
ADRIAN A RAFFIN FOHLMANN PESGQUISATOR pebimanni@iqadrga.tr 33088260

O meamo foi aprovado pelo Comité de Etica am Pesquisa da UFRGS, reunido n® 24
atan® 104 ,da 17/4/2083 , por ostar adequado ética o metadologicaments & de acardo

com a Resolucio 196/26 e complemsmares do Consalho Nacional de Saide.

Parte Alegre, quaria-felra, 22 de akril de 2003

queta-feier, %3 ok abil 6e 20709 Hhzinn B
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