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RESUMO

Esse trabalho pretendeu desenvolver nanoparticulas para incorporar o minoxidil sulfato
(MXS) como estratégia para direcionar e sustentar a liberacdo do MXS para o seu local de
acdo, o foliculo piloso, aumentando a eficicia e comodidade do tratamento topico da alopecia.
Um método analitico de quantificacdo do MXS foi validado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), segundo os parametros de linearidade, especificidade/seletividade,
precisdo, exatiddao e limite de quantificacdo, preconizados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O método mostrou-se linear, seletivo, preciso e exato entre as
concentracBes de 0,5 pg/mL a 3,0 pg/mL. As nanoparticulas de quitosana contendo 0 MXS
foram obtidas pela técnica de geleificagdo ionotrdpica, variando a concentracdo da solucéo
inicial de quitosana, a concentracdo da solucdo do agente reticulante, tripolifosfato (TTP), e a
proporcao volumeétrica da solucdo do polimero em relacdo a solugdo de TPP. Para garantir a
melhor eficiéncia de encapsulacdo do farmaco foram obtidas nanoparticulas alterando-se as
propor¢des adicionadas de MXS em relagdo ao polimero. As melhores condi¢es para preparo
das nanoparticulas deu-se quando uma solugdo de quitosana a 1,75 mg/mL foi adicionada de
uma solucdo de TPP a 1,0 mg/mL numa proporcdo volumétrica de 5:2. As nanoparticulas
apresentaram diametro médio de 271,72 £+ 59,46 nm, indice de polidispersividade (PDI) igual
a 0,3 + 0,06, forma esférica, e potencial zeta de +46,16 * 6,72 mV. A melhor proporcdo de
polimero/farmaco foi a de 1:1, que apresentou eficéncia de encapsulacdo de 73 £ 0,29 %,
didmetro médio de particulas igual a 235,5 £ 99,92 nm, e forma esférica. As suspensdes de
nanoparticulas contendo o farmaco foram geleificadas com a incorporacdo de 0,5% (m/v) de
Carbopol e sua liberacdo e permeacdo cutanea foi verificada in vitro, utilizando células de
difusdo montadas com membrana hidrofilica de acetato de celulose e orelha de porco,
respectivamente. O fluxo de liberacdo foi determinado durante 12 h, e mostraram que as
nanoparticulas foram capazes de reduzir a liberacdo do farmaco em aproximadamente 5
vezes se comparado a difusdo dele a partir de uma solucdo controle através da mesma
membrana, sejam elas incorporadas em um gel ou suspensas em veiculo aquoso. A permeacao
do farmaco através da pele foi analisada in vitro nos tempos de 3h, 6h, 9h e 12 h, com
quantificacdo seletiva do MXS retido no estrato cérneo (EC), foliculos pilosos, e epiderme
viavel+derme (EP). As nanoparticulas mostraram ser capazes de direcionar o MXS para 0s
foliculos pilosos, aumentando a sua retencdo cerca de 1,38 vezes ja na terceira hora de estudo
e cerca de 2,06 vezes a partir da sexta hora de experimento quando comparado a penetracao
folicular do farmaco a partir da solucdo controle. Além disso, a concentracdo de farmaco no
foliculo permaneceu constante pelo menos até a décima segunda hora de experimento quando
ele estava em sua forma nanoencapsulada. A formulagdo na forma de gel retardou a interacédo
das particulas com o foliculo piloso, restringindo sua acdo carreadora. O sistema contendo as
nanoparticulas de quitosana carreando o MXS, portanto, mostrou-se como uma boa
alternativa para a administracdo tdpica do farmaco no tratamento da alopecia, pois foi capaz
de promover uma liberacdo progressiva do farmaco e direcionada para os foliculos pilosos.

Palavras chave: Alopecia Androgénica; Nanoparticulas; Quitosana; Minoxidil Sulfato.
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ABSTRACT

This work aimed to develop nanoparticles to incorporate minoxidil sulphate (MXS) as a
strategy to target and sustain the release of the MXS to its site of action, the hair follicle, thus
increasing the effectiveness and convenience of the topical treatment of alopecia. An
analytical method for quantification of the MXS was validated by liquid chromatography
(HPLC) according to the parameters of linearity, specificity/selectivity, precision, accuracy
and limit of quantification, recommended by the Brazilian National Health Surveillance
Agency (ANVISA). The method was linear, selective, precise and accurate between the
concentrations of 0.5 pg/mL to 3.0 pg/mL. The chitosan nanoparticles containing MXS was
obtained by the ionotropic gelation technique, varying the initial concentration of the chitosan
solution, the concentration of the crosslinking agent tripolyphosphate (TTP), and the
volumetric proportion of the polymer solution in retation to the solution of TPP. To ensure the
best encapsulation efficiency of the drug into the nanoparticles, they were obtained by
changing the proportions added of MXS in relation to that of polymer. The best conditions for
preparation of the nanoparticles occurred when a solution of chitosan at 1.75 mg/mL was
added to a 1.0 mg/mL TPP solution in a volumetric ratio of 5:2. The nanoparticles had an
average diameter of 271.72 £ 59, 46 nm, polydispersity index (PDI) equal to 0.3 £ 0, 06,
spherical shape and zeta potential of +46.16 + 6,72 mV . The best ratio of polymer/drug was
1:1, (m/m) which showed encapsulation efficience of 73 + 0, 29 %, average particle diameter
equal to 235.5 £ 99, 92 nm and spherical shape. The suspensions of nanoparticles containing
the drug were formulated as a hydrogel with the incorporation of 0.5% (w/v) Carbopol and its
release rate and skin permeation was verified in vitro using diffusion cells fitted with
hydrophilic membrane of cellulose acetate and porcine ear skin, respectively. The release flux
was determined for 12 h for all formulations, and it was showed that the nanoparticles were
able to reduce drug release in about 5-fold if compared to the diffusion of MXS from the
control solution through the same membrane; either the drug incorporated into a gel or
suspended in an aqueous vehicle. The permeation of the drug through the skin was examined
in vitro in periods of 3h, 6h, 9h and 12h, with selective quantification of MXS retained in the
stratum corneum (SC), hair follicles, and viable epidermis + dermis (EP). The nanoparticles
were shown to be able to target the MXS to the hair follicles, increasing its retention about
1.38-fold already in the third hour of study and about 2.06-fold from the sixth hour of the
experiment when compared to follicular penetration of the drug from the control aqueous
solution. In addition, the drug concentration in the follicle remained constant at least until the
twelfth hour of the experiment when the nanoencapsulated drug was applied on skin. The
formulation in the gel form delayed the interaction of particles with the hair follicle,
restricting its target action. The system containing chitosan nanoparticles loading the MXS
therefore proved to be a good alternative for topical administration of the drug in the
treatment of alopecia because it was able to promote a progressive drug release and targeted
the MXS to the hair follicles.

Keywords: Androgenic Alopecia, Nanoparticles, Chitosan, Minoxidil Sulphate..
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1. INTRODUCAO

Alopecia € 0 nome dado a queda de cabelos e/ou pelos em determinadas areas do
corpo ou de todo o corpo. A alopecia é classificada em: alopecia androgénica, alopecia
quimioterapica e alopecia areata, dependendo das causas de seu aparecimento (GELFUSO et
al., 2011). A alopecia androgénica, também conhecida como alopecia hereditéria ou calvicie
masculina, € a causa mais frequente de perda de cabelos em humanos e seu aparecimento esta
relacionado a fatores genéticos e hormonais (BIENOVA et al., 2005).

O tratamento topico classico contra a alopecia androgénica é feito aplicando-se uma
formulacdo contendo o farmaco minoxidil (MX). O MX atua diretamente sobre os foliculos
capilares ativando canais de potassio ATPase (SHORTER, 2008), além de favorecer a
irrigagdo sanguinea local (BUHL et al., 1990), aumentando assim o tempo da fase de
crescimento capilar, a chamada fase anagénica (MESSENGER e RUNDERGREN, 2004;
ROGERS e AVRAM, 2008).

A forma sulfatada do MX, o minoxidil sulfato (MXS, Figura 6), vem sendo utilizada
magistralmente para o tratamento topico da calvicie, pois além de mais hidrossoluvel que o
MX, o que facilita bastante sua manipulacdo farmacotécnica, é o sulfoconjugado ativo do
MX, o principal responsavel pelos efeitos farmacoldgicos deste farmaco na pele. No foliculo,
as moléculas de MX sdo metabolizadas em MXS pela atividade de uma fenolsulfotransferase,
a qual esta presente em maior quantidade no foliculo piloso do que na epiderme e derme
(BUHL et al., 1990; KUDLACEK et al., 1995).

As formulagdes classicas contendo o MX, no entanto, ndo sdo capazes de liberar
quantidades suficientes do farmaco em seu local de acdo, ou seja, nos foliculos pilosos,
fazendo com que o paciente tenha de aplica-las mais de uma vez ao dia (BULASMED, 2014)
para assegurar o seu efeito do medicamento, o que causa incomodo e atrapalha o sucesso da
terapia. Logo, uma formulagcdo que permitisse uma liberagdo do farmaco direcionada ao
foliculo piloso e permitisse uma liberacdo continua dele (i) seria mais vantajoso e comodo
para o paciente, (ii) flexibilizaria o esquema terapéutico proposto aumentando a adesdo do
paciente a terapia, (iii) asseguraria que quantidades terapéuticas do farmaco atingiriam seu
local de acdo, e tudo isso contribuiria para 0 sucesso da terapia topica com este farmaco. Em
vista disso, este trabalho prop6e a nanoencapsulagdo do MXS com o polimero quitosana e a
incorporacdo destas nanoparticulas em uma formulacdo semi-solida como estratégia tanto
para direcionar o farmaco ao local de acdo, quanto para sustentar a sua liberacdo por periodos

mais longos apés a aplicacdo do produto.



2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar uma formulagdo tépica

contendo nanoparticulas de quitosana encapsulando o MXS e avaliar a sua capacidade em

direcionar e sustentar a liberagdo do farmaco para os foliculos pilosos, buscando uma terapia

topica mais eficiente no tratamento da alopecia androgénica.

2.1. Objetivos especificos
Padronizar e validar um método analitico seletivo para doseamento do MXS;

Determinar a solubilidade aquosa do farmaco em estudo;
Obter nanoparticulas de quitosana contendo o0 MXS;

Caracterizar nanoparticulas quanto ao tamanho, potencial zeta, morfologia e eficiéncia

de encapsulagéo;

Obter uma formulacdes contendo as nanoparticulas de MXS;

Avaliar in vitro a cinética de liberacdo do MXS a partir das formulacGes

desenvolvidas;

Estudar in vitro a permeacdo e retencdo cutanea e folicular do MXS a partir das

formulacdes estudadas.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pele e anexos cutaneos

A pele apresenta uma area total de 2.500 cm?, no nascimento, e de 18.000 cm? a
25.000 cm2 em um ser humano adulto. Sua espessura pode variar de 1,5 mm a 4 mm, sendo
composta por diferentes tipos celulares e estruturas. As diferentes areas do organismo s&o
recobertas por peles com caracteristicas diversificadas, observando-se variagdes na espessura
das camadas e na quantidade e no tipo de anexos cutaneos na regidao (HARRIS, 2009). A pele
é formada por trés camadas, a epiderme, a derme e a hipoderme (Figura 1) (BOUWSTRA et
al., 2003; HARRIS, 2009).

A epiderme é a camada mais externa da pele, compactada e impermeéavel, perfurada
apenas por poros dos foliculos pilossebaceos e das glandulas sudoriparas, que se originam na
derme, mas que sdo consideradas apéndices da epiderme. A epiderme ndo apresenta rede
vascular, sendo nutrida pela difusdo dos nutrientes oriundos da derme por capilaridade. A
derme suporta a epiderme e é composta por tecidos conectivos fibrosos de elastina e colageno.
A hipoderme é constituida por um tecido adiposo, ricamente servido por nervos e vasos
sanguineos. O tecido adiposo esta envolvido na regulacdo da temperatura, provisdo de
energia, protecdo e suporte, funcionando também como depdsito nutricional (BOUWSTRA et
al., 2003 ; HARRIS, 2009).
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Figura 1. Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme (adaptado de
http://www.bioaula.loja.ghi.com.br).



A protegdo da pele é primariamente conferida pelo estrato corneo (EC). Esta camada
superficial da epiderme, com somente 10 um a 15 pm de espessura, ¢ a primeira barreira a
absorcdo percutanea de substancias, assim como contra a perda de &gua pelo organismo.
Abaixo do EC esta a epiderme viavel (de 50 um a 100 um de espessura), que é responsavel
pela geracdo do EC (BOUWSTRA et al., 2003).

A epiderme viavel € um epitélio estratificado composto principalmente pelas camadas
basal, espinhosa e granular (Figura 2). A camada basal da epiderme é constituida por células
matrizes proliferativas, que sdo celulas germinativas. A cada mitose aproximadamente 50%
dessas células contribuem para a renovacdo da epiderme. Os queratinécitos que compdem a
camada basal sdo células alongadas, alinhadas perpendicularmente a membrana basal. Nessa
camada, ainda existem outros tipos celulares, como por exemplo, 0s melandcitos,
responsaveis pela pigmentacdo da pele, células de Langerhans, que atuam na defesa
imunoldgica da pele e células de Merkel, atuando como receptores mecanicos na percep¢ao
tatil (HARRIS, 2009).
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Figura 2. Camadas da epiderme: estrato corneo (EC), estrato granuloso, estrato espinoso e
estrato basal (adaptado de http://www.bioaula.loja.ghi.com.br).

A camada espinhosa € composta por células poligonais. Nesse estagio inicia-se 0
processo de queratinizacdo. Ja o estrato granuloso é composto por uma rica presenca de
granulos de queratina nas células. Apds a maturacdo das células granulosas, hd perda do
nicleo e achatamento dos queratindcitos, com formacdo de placas de queratina. Os
queratinocitos sintetizam e expressam diferentes proteinas e lipidios estruturais durante sua
maturacdo. As Ultimas sequencias de diferenciacdo dos queratindcitos estdo associadas a
mudangas profundas em sua estrutura, transformando-os nas escamas cornificadas fisica e

quimicamente resistentes do EC, os cornedcitos (HARRIS, 2009).


http://www.bioaula.loja.ghi.com.br/

Os anexos epidérmicos, também denominados de anexos cutaneos, sdo estruturas
inseridas na derme, mas que constituem invaginagoes da epiderme (HARRIS, 2009).

Os cabelos e pelos do corpo originam-se em estruturas chamadas de foliculos, os quais
estdo distribuidos por toda a dimensdo do organismo. O foliculo capilar se desenvolve com
um crescimento obliquo ou curvado de células epidermais dentro da derme ou hipoderme,
sendo canalizado para formar uma estrutura relativamente imével da raiz. O foliculo abriga as
zonas de divisdo celular, ou bulbo, e de queratinizacdo, nas quais a haste é formada (Figura 3)
(HARRIS, 2009).

O cabelo humano é um filamento queratinizado que cresce a partir de cavidades em
formas de sacos chamados foliculos. Estes foliculos estendem-se desde a derme até a
epiderme através do EC. Cada foliculo contém componentes glandulares e musculares. O
diametro de um fio de cabelo pode variar de 15 um a 120 um (FERNANDES, 2013 e
POZEBON et al., 1999).

O cabelo é basicamente composto por trés camadas: (i) a cuticula (camada externa
composta por varias subcamadas separadas por um complexo de células — endocuticula,
epicuticula e exocuticula), (ii) o cortex (principal componente do cabelo, formado por um
conjunto de células cilindricas denominado de matriz, local onde fica localizado a queratina e

outras proteinas e (iii) a medula (camada mais interna do foliculo) (POZEBON et al., 1999).
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Figura 3. Estrutura anatdmica de uma unidade pilossebacea (adaptado de MEIDAN et al., 2005).



Grande parte das propriedades do cabelo é determinada pela queratina. A queratina é
uma proteina secundaria produzida pelos queratindcitos e constituida pela mistura de varios
aminoacidos, sendo o mais importante a cistina. As unidades de cistina podem ligar os
filamentos de queratina adjacentes através de ligacdes dissulfuricas. Esse tipo de ligagdo forte
é responsavel pela grande estabilidade quimica e fisica das fibras de queratina, contribuindo
ainda para a forma e textura do cabelo (FERNANDES, 2013).

3.2 Alopecia androgénica

A alopecia androgénica é a principal causa da queda de cabelos em homens. A doenga,
conhecida popularmente como calvicie, pode causar a perda dos cabelos ainda durante a
adolescéncia. A carga hereditaria é reconhecida como um fator determinante nesses casos €
sabe-se que a testosterona € quem desempenha um papel importante em sua etiologia
(BIENOVA et al., 2005).

Os pelos crescem em fases ciclicas, em proporcdes diferentes para diferentes partes do
corpo. O pelo humano apresenta trés fases ciclicas de crecimento, a anagénese (fase de
crescimento ativo), a categénese (fase de regressdo) e a telogénese (fase de repouso). A fase
de anagénese é caracterizada por intensa atividade mitética da matriz, na catagénese 0s
foliculos sofrem regressdo de até 1/3 de suas dimensdes anteriores, e a telogénese é a fase de
desprendimento do pelo, ou seja, é quando o pelo cai (Figura 4) (FOITZIK e PAUS, 2004 e
JANKOVIC e JANKOVIC, 1998). Em um estado normal 85% dos cabelos do couro cabeludo

encontram-se em anagénese, 14% em catagénese e 1% na fase de telogénese.

a i,
\ /f}: ¥
—t

Figura 4. Ciclo de crescimento do pelo: a) Fase de anagénese VI, b) Fase de catagénese, c)
Fase de telogénese, d) Desprendimento do pelo (adaptado de Sinclair, 2004)



Nas celulas do foliculo piloso, a testosterona € convertida em um metabdlito
biologicamente mais ativo, conhecido como dihidrotestosterona (DHT). A DHT liga-se a
receptores androgénicos no foliculo piloso e, a partir desta ligacdo, inicia-se um processo, no
qual a fase de anagénese do crescimento folicular é reduzida. Por isso, o crescimento capilar
passa direto para a fase de telogénese levando a queda do cabelo. A densidade de receptores
androgeénicos no foliculo piloso varia de acordo com o local e esta variacdo é determinada
geneticamente (BIENOVA et al., 2005).

A alopecia androgénica pode afetar tanto o homem quanto a mulher, porém com
padrdes morfopatoldgicos diferentes (ROGERS e AVRAM, 2008). Embora este tipo de
alopecia seja mais conhecido no sexo masculino, ela acomete aproximadamente 50% dos
homens adultos maiores de 40 anos (SHAPIRO, 2003), e pode ocorrer também em mulheres,
causando uma perda difusa do cabelo deixando-os mais ralos e podendo expor o couro
cabeludo. A alopecia androgénica feminina inicia-se com o afinamento dos cabelos nas
témporas e pode aumentar com o passar do tempo (JUNIOR e PADOVEZ, 2006).

A alopecia androgénica em mulheres € menos frequente do que em homens; porém a
etiologia da doenga é bastante semelhante nos dois casos. Entretanto, deve-se excluir a
possibilidade de disfuncdo enddcrina antes de diagnosticar o caso como alopecia androgénica.
Sabe-se que niveis baixos de estrogeno podem contribuir para a alopecia em mulheres na

menopausa ou apds ovariotectomia (BIENOVA et al., 2005).

3.3 Tratamentos para a alopecia

Para o tratamento da alopecia, tem sido utilizados farmacos tanto de aplicacéo topica
guanto sistémica, e eles podem ser usados individualmente ou combinados. Os mais utilizados
sdo a finasterida de uso oral e 0 MX para uso tépico. Outra opcdo mais direcionada as
mulheres é a aplicacdo de formulacBes que contenham estrogénio, que prolonga a fase de
anagénese do crescimento capilar, prevenindo a queda de cabelo precoce (BIENOVA et al.,
2005).

3.3.1 Finasterida

A finasterida é um farmaco inibidor seletivo da enzima 5-alfa redutase, a qual converte
a testosterona em DHT, que é o principal responsavel pela queda de cabelos. Ela tem sido o
principal farmaco utilizado para o tratamento sistémico da alopecia em homens. A finasterida



deve ser administrada pela via oral por longos periodos, de pelo menos um ano, na dose de 1
mg por dia (BULASMED, 2012).

A efetividade desse farmaco vem sendo demonstrada em diversos estudos. Sinclair
(2004) estudou a queda de cabelos de leve a moderada em homens, com idades entre 18 e 41
anos, tratados com finasterida na dose de 1mg/dia, por via oral. Em um periodo de quatro
meses, cerca de 86% dos homens tratados tiveram a queda cessada e em 48% deles se
observou crescimento do cabelo.

Os principais efeitos adversos do uso oral da finasterida séo perda da libido, disfuncéo
erétil, ginecomastia e diminuicdo do volume de ejaculacdo. Mesmo sendo efeitos reversiveis,
ha certa resisténcia dos homens a adotarem o tratamento com esta substancia por motivos
culturais, por medo de perderem a virilidade. Além disso, apds o término da terapia ha uma
queda vagarosa dos cabelos (BIENOVA et al., 2005), ou seja, seu efeito é observado somente
com o uso constante do medicamento.

Devido a alguns outros efeitos adversos mais graves da finasterida, como por exemplo,
risco de cancer de prostata, azoospermia e outros efeitos adversos sexuais, 0 MX de aplicacdo
topica passa a ser o tratamento preferencial e de escolha para a alopecia androgénica
(ROGERS e AVRAM, 2008).

N
Figura 5. Formula estrutural da Finasterida

3.3.2. Minoxidil (MX)

Solugbes de MX a 5% ou 2% para aplicacdo tdpica sobre o couro cabeludo sdo as
formulagbes mais usadas para a terapia da alopecia (BLUME-PEYTAVI et al., 2011).
Originalmente, 0 MX era um vasodilatador periférico usado no tratamento da hipertenséo. Foi
notado, entretanto, que o principal efeito adverso da administracéo sistémica era a hipertricose
auricular, ou seja, o crescimento de pelos nas orelhas dos pacientes. A partir de entdo, este

novo uso para o farmaco foi proposto.



O MX tem efeito direto na proliferacdo e diferenciacdo dos queratinécitos foliculares,
promovendo um prolongamento da fase de anagénese folicular (ATRUX-TALAU et al., 2009;
MURA et al., 2009 BIENOVA et al., 2005).

A administracdo de MX é feita duas vezes ao dia (BULASMED, 2012) e, assim como
para a finasterida, o seu efeito terapéutico é temporario, ou seja, quando o farmaco nédo esta
mais atuando, o cabelo volta a cair vagarosamente. Isso torna a terapia com este farmaco
continua, podendo se estender a muitos anos. Assim, a formulacdo contendo MX deve ser 0
mais comoda possivel para o paciente de modo a ndo trazer desconfortos a ele em seu dia a
dia. Os produtos comerciais que conttm o MX, no entanto, sdéo normalmente solucdes
alcoolicas com alto teor de alcool etilico e/ou propilenoglicol. A aplicacdo repetida de alcool
etilico e/ou propilenoglicol pode levar a sérios efeitos adversos, como por exemplo,
ressecamento do couro cabeludo, irritacdo, queimacdo, vermelhiddo e alergia de contato
(ARONSON, 2006; MURA et al., 2009; PADOQIS et al., 2011).

Estudos também demonstraram que apds aplicacdo e evaporacdo do alcool presente
nas formulagdes, 0 MX tende a formar cristais insoltveis sobre a pele, diminuindo assim sua
eficiéncia em penetrar este tecido (PADOIS et al., 2011). Novas formulagdes dermatoldgicas
livres de solventes orgénicos irritantes e que permitam que o farmaco penetre adequadamente
a pele sdo, portanto, essenciais para diminuir os efeitos adversos e garantir 0 sucesso do
tratamento da alopecia com 0 MX.

Mais especificamente, 0 MX deve conseguir chegar em concentra¢cdes adequadas a
regido pilossebacea. Neste contexto, este trabalho pretende desenvolver e caracterizar uma
formulacdo topica contendo o0 MX em sua forma sulfatada mais ativa e mais hidrossolavel, o
MXS (Figura 6), (i) que seja livre de solventes organicos para garantir o conforto para o
paciente e evitar efeitos adversos como irritacdo e alergia; (ii) que garanta que altas
concentracBes do farmaco penetre na pele e chegue diretamente ao local da acéo, ou seja, 0s
foliculos pilosos e (iii) que libere o farmaco gradativamente ao longo do dia, permitindo
assim, apenas uma unica aplicacdo do produto. Tudo isso aumentard bastante a adesdo ao
tratamento pelo paciente e garantira o sucesso da terapia (PAPAKOSTAS et al., 2011; PROW
etal., 2011; WOSICKA e KRZYSZTOF, 2011).
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Figura 6. Formula estrutural do MXS, pH: 3-5 (Peso Molecular: 516,58 Da).

3.4 Vias de permeacao epidérmica e transfolicular de farmacos

No tratamento tdpico de patologias da pele, o farmaco contido no medicamento
aplicado deve ser capaz de penetrar e ficar retido no local por determinado tempo em
concentracOes terapéuticas. A penetracdo de um farmaco na pele depende de um grande
namero de fatores, incluindo as propriedades fisico-quimicas do farmaco, as caracteristicas do
veiculo farmacéutico e as condi¢cfes da pele em que serd aplicado o produto. A pele normal e
integra atua como uma barreira natural, limitando o grau e a velocidade de penetracdo do
farmaco (ANSEL et al., 2007).

Dessa forma, podem ser identificadas duas diferentes rotas de permeacdo através desta
barreira natural, a via intercelular, em que a substancia se difunde ao redor dos cornedcitos
passando somente pela matriz lipidica, e a via transcelular em que o farmaco passa
diretamente através dos cornedcitos e matriz lipidica intercelular (Figura 4) (GRATIERI et al.,
2008; MOSER et al., 2001). Essas duas rotas sdo conhecidas como vias epidérmicas, pois em
ambos os casos o farmaco se difunde através de todas as camadas da epiderme.

Via mtercelular

Via transcelular

Membrana S . 4
Plasmitica Ceramida

A
Queratina Lipidio

Figura 7. Vias de permeacdo de farmacos pela pele: via transcelular e via intercelular
(adaptado de MOSER et al., 2001).
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Uma outra via de permeacdo cutdnea de farmacos da-se através dos apéndices
cutaneos (foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas), que formam rotas alternativas
através da epiderme (GRICE et al., 2010). Apesar de ocuparem uma pequena area superficial
cuténea, sabe-se que 0s apéndices cutaneos séo a via de preferéncia para algumas substancias
aplicadas passivamente na pele, assim como para alguns farmacos incorporados em sistemas
de liberagcdo mais elaborados. Blume-Peytavi et al. (2010) ja demonstraram a importancia da
via folicular para permeacdo do MX a partir de uma formulacdo convencional por meio de
técnicas de espectrometria de massa superficial, e Feldmann e Maibach (1967) demonstraram
haver alta absorcdo de substancias em &reas com alta densidade de pelos Lipossomas,
microparticulas e nanoparticulas poliméricas estdo sendo amplamente estudados como
carreadores para favorecer a penetracdo de compostos pela via folicular (VOGT et al., 2005).

No caso de farmacos de acdo topica cutanea para tratamento de patologias nédo
relacionadas ao foliculo, essas estruturas podem também atuar como reservatorio de farmacos
para serem lentamente difundido para outras camadas da pele (Figura 8) (LADEMANN et al.;
2006; VOGT et al., 2005).

Figura 8. Microparticulas entram seletivamente pelo foliculo e controlam a liberacdo do
farmaco no local de acéo (adaptado de VOGT et al., 2005).

Neste estudo, pretende-se empregar nanoparticulas como carreadores do MXS para

liberar de forma progressiva o farmaco para o foliculo piloso.
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3.5 Nanoparticulas poliméricas para aplicacdo tépica

A nanotecnologia é claramente uma area de pesquisa e desenvolvimento muito ampla
e interdisciplinar, que inclui conhecimentos da biologia, quimica, fisica, matemaética,
engenharia, computagéo e outros ramos da ciéncia (DURAN et al., 2006; FERNANDES E
FILGUEIRAS, 2008), uma vez que se baseia nos mais diversificados tipos de materiais
(polimeros, ceramicas, metais, semicondutores e biomateriais), estruturados em escala
nanométrica de modo a formar blocos de constru¢cdo como nanoparticulas, nanotubos e
nanofibras (DURAN et al., 2006).

Entre as areas que tiveram um avango significativo com as pesquisas
nanotecnoldgicas, destaca-se a area da salde englobando os setores farmacéutico,
odontolégico e médico, que visa utilizar das caracteristicas dos nanomateriais para 0
diagnostico e tratamento de varias doencas.

Muitas doencas originam-se de alteracfes bioldgicas em niveis moleculares ou em
nanoescala. Mutagdes génicas, malformacdes de proteinas, e infeccdes causadas por virus e
bactérias podem levar ao mau funcionamento celular. Essas moléculas e agentes infecciosos
estdo na escala nanomeétrica e tambem podem estar protegidos por barreiras biologicas que
impedem a acdo de farmacos em macroescala, como por exemplo a barreira hematoencefalica
(KIM et al., 2010).

Os nanomateriais possuem uma maior taxa de superficie de contato comparado ao
volume corporal, assim como, caracteristicas opticas, eletrénicas, magnéticas e bioldgicas
diferenciadas dos materiais em macroescala (KIM et al., 2010). Podem ainda ser
desenvolvidos em diferentes formatos, tamanhos, composi¢cdo quimica e caracteristicas de
superficie (PEER et al., 2007; XIA et al., 2009).

No campo farmacéutico, esses nanomateriais estdo sendo incorporados no
desenvolvimento de novos carreadores para a liberacdo de farmacos, agentes de contraste e
testes para diagnostico, sendo que alguns ja estdo em testes clinicos ou ja foram aprovados
para 0 uso humano, principalmente pela agéncia norte-americana de regulacdo Food and
Drug Administration (FDA) (KIM et al., 2010).
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Os principais nanocompostos utilizados no campo farmacéutico como carreadores de

farmacos séo:

e Lipossomos;

e Dendrimeros;

¢ Nanoparticulas Poliméricas;

¢ Nanoparticulas Magnéticas;

¢ Nanoparticulas Metalicas;

e Nanoparticulas Lipidicas Solidas;

e Fulereno;

e Nanotubos de carbono.

Muitos desses nanomateriais foram desenvolvidos para a acdo especifica contra
tumores, porem também séo utilizados como carreadores de farmacos para aplicacdo clinica e
como agentes de contraste para testes de diagnostico (KIM et al., 2010).

O uso de nanoparticulas poliméricas é bastante estudado para a aplicacdo tépica por
elas serem capazes de proteger, sustentar e até restringir a permeacdo transdérmica de
farmacos através da pele, fazendo com que eles permanegam mais retidos no tecido cutaneo
(DE JALON et al., 2001). Além disso, os polimeros usados para o preparo de nanoparticulas
sdo biodegradaveis, indcuos e de facil manipulagéo.

Polimeros de PLGA (Poli Lactida-co-glicolida) sdo a classe de polimeros mais
empregada na obtencdo de sistemas nanoparticulados por serem atoxicos, bem tolerados,
biodegradaveis e biocompativeis. Além disso, eles ja vém sendo estudados com este prop6sito
desde 1971 (GAVINI et al., 2004; BRANNON-PEPPAS et al., 2004). Por ser um polimero
sintético, os PLGA sdo polimeros muito caros, o que invibializa a producdo de produtos com
um valor viavel para as indastrias e consumidores. Uma alternativa para o uso do PLGA é a
quitosana (NAGPAL et al., 2011; WANG et al. 2011; PARK et al. 2010).

Nanoparticulas de quitosana estdo sendo cada vez mais estudadas e oferecem mais
vantagens em relacdo as outras matrizes poliméricas devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade nas formulacdes, versatilidade de aplicacdo adicionada a uma toxicidade
baixa, ndo imugenicidade e propridades mucoadesivas, 0 que pode aumentar o tempo de
adesdo das nanoparticulas na pele (NAFEE et al., 2007; SHAH et al., 2008). Microparticulas
de quitosana contendo 0 MXS j& foram preparadas e caracterizadas por Gelfuso et al. (2011),
gue mostraram que elas foram capazes de sustentar trés vezes a liberacdo deste farmaco. Além

disso, acredita-se que a reducdo de seu tamanho para a escala nanométrica possa permitir um
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maior direcionamento do farmaco para os foliculos pilosos, sem deixar de haver uma
liberacdo sustentada do farmaco.

O estudo de nanoparticulas poliméricas para a veiculacdo de farmacos envolvidos no
tratamento de afeccbes cutdneas que envolvem os foliculos pilossebaceos estd ganhando
muita importancia, pois além de serem sistemas estaveis e de simples preparo, as
nanoparticulas propiciam um aumento da absorcdo folicular do farmaco por conseguirem
penetrar a pele via foliculos, fazendo dessas estruturas um reservatério de farmaco, que vai
sendo aos poucos liberado pela formulacéo para atingirem o seu sitio de acdo (GELFUSO et
al., 2011; MEIDAN et al., 2005SMIJS e BOUWSTRA, 2010), conforme esquematizado na
Figura 9.

- e

Figura 9. Mecanismo proposto para a liberacdo folicular de farmacos a partir de
nanoparticulas: a) as nanoparticulas penetram a pele preferencialmente via foliculo
pilossebaceo, se acumulando nesta estrutura, e b) o farmaco vai sendo liberado das particulas
localizadas no foliculo pilossebaceo, agindo em regides subjacentes (adaptado de
PAPAKOSTAS et al., 2011).

Recentes trabalhos propuseram o uso de outros sistemas nanoestruturados, como
lipossomas e nanoparticulas lipidicas, como sistemas alternativos para a liberacéo topica de
farmacos. Padois et al. (2011) compararam duas formulacdes, uma de nanoparticulas lipidicas
solidas que continham o MX com os produtos comerciais disponiveis contendo o farmaco nao
encapsulado. O diametro das nanoparticulas lipidicas solidas foi considerado adequado para
atingir os foliculos pilosos (190 nm) e a permeacdo cutdnea do MX a partir dessas
nanoparticulas mostrou-se tdo eficiente quanto as das formula¢Ges comerciais. Além disso, 0
estudo reportou uma diferenca muito grande entre as formulacdes em termos de irritacdo
cutanea, uma vez que as formulacdes que continham as nanoparticulas lipidicas nao foram

agressivas a pele.
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Balakrishnan et al. (2009) demonstraram o potencial efeito dos niossomas (vesiculas
de lipidios sintéticos de natureza ndo idnica, desenvolvidas com o objetivo de aumentar a
estabilidade dos lipossomas) em aumentar biodisponibilidade tépica do MX em pele de
camundongos. O estudo mostrou que 0s niossomas conseguem aumentar a penetragdo do MX
na pele dos camundongos mesmo em concentracdes baixas do farmaco. Além disso, estudos
de permeacéo revelaram que o tamanho das particulas desempenha um papel determinante na
penetracdo cutanea do farmaco.

Espera-se com o desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana contendo 0 MXS
conseguir efeitos mais pronunciados no que diz respeito tanto ao acumulo de MXS na regido
folicular, quanto no potencial que a formulacdo tera em sustentar a liberacdo do farmaco,
levando-se em consideracédo toda a simplicidade do preparo e baixo custo de producédo que
estes sistemas nanoparticulados rigidos tém em comparagdo aqueles sistemas deformaveis ja

estudados.
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4. MATERIAL E METODOS

O MXS utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido pela Galena Quimica Ltda.
(Campinas, Brasil). Solventes como metanol e acetonitrila grau HPLC foram obtidos da Tedia
Brazil Ltda. (Rio de Janeiro, Brasil). Acido Acético 99,9%, quitosana de baixo peso molecular
e o tripolifosfato (TPP) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). As
formulacdes hidrofilicas foram preparadas com Carbopol® e correcées de pH foram realizadas
com hidroxido de sddio (Dindmica Quimica Comtemporanea Sao Paulo, Brasil). Para
preparacdo do tampdo fosfato foram utilizados fosfato de sddio nas formas monobaésica e
dibasica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de sodio (Serva, Rio de Janeiro, Brasil). A
cola de cianoacrilato usada para o tape stripping diferencial foi obtida da Loctite (Sdo Paulo,
Brasil) e a membrana de acetato de celulose (PM 12000 a 4000 Da) usado nos testes in vitro
de liberacdo, da Fisherbrand (Leicestershire, UK). Todas as analises foram realizadas com
agua tipo Milli-Q (Millipore, Franca). As orelhas de porco utilizadas foram cedidas pela
Bonasa (Brasilia, Brasil). Para a obtencdo da pele, cada orelha foi fixada sobre uma placa de
isopor recoberta por papel aluminio, com o auxilio de um bisturi a pele foi retirada, e a
camada adiposa adjacente removida com o auxilio de uma tesoura (Figura 10). A pele foi
congelada a -4°C por um periodo maximo de dois meses antes do seu uso.

Figura 10. Processo de retirada da pele da orelha do porco: A) A orelha do porco é fixada em
uma placa de isopor. B) Com auxilio de um bisturi a pele é removida da orelha do porco. C)
Pele totalmente removida da orelha do porco. D) O tecido adiposo adjacente é retirado com
auxilio de uma tesoura. E) A pele de porco é mantida sob refrigeracdo a -4°C até seu uso.
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4.1 Determinagao do comprimento de onda de absor¢do maxima do MXS

Para a determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo maxima para o farmaco, o
MXS foi solubilizado em metanol a uma concentracdo igual a 100 pg/mL e foi feita uma
varredura dessa solucdo em um espectrofotdbmetro de UV/Vis (Shimadzu, UV 1800),
utilizando-se cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico. A varredura foi feita na faixa
de comprimento de onda entre 200 e 700 nm. O comprimento de onda de maxima absor¢do no
UV/Vis foi selecionado para analise do MXS em CLAE.

4.2 Método analitico para quantificagdo do MXS permeado e recuperado da pele

O MXS foi dosado com o auxilio de um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE), modelo Shimadzu LC 20-AD, composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um
injetor automético (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), acoplados a um
detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um computador equipado com o
programa de analise cromatografica Shimadzu LC. Foi utilizada uma coluna de fase reversa
Cis (150 mm x 4,6 mm) e fase movel composta por uma mistura de Agua deionizada:
Acetronitrila (90:10) (v/v). A vazéo foi de ImL/min, o volume de injegcdo das amostras foi de
50uL, o forno foi utilizado & temperatura ambiente e a deteccdo foi feita em 285 nm
(GELFUSO et al., 2011).

A validacdo do método analitico foi realizada no laboratério de controle de qualidade

da Farmécia Escola da Universidade de Brasilia (FE-UnB) com um Unico analista.

4.3 Validacdo do método analitico para quantificagdo do MXS

O método padronizado foi validado em termos de linearidade, precisdo, exatidao,
especificidade/seletividade e limite de quantificacdo, segundo legislagdo vigente (ANVISA,
2003).

= Linearidade

Para verificar a linearidade do método, foram realizadas seis diluicbes em metanol a
partir de uma solugéo padrdo de MXS (100 pg/mL), previamente preparada pela diluigdo de
10 mg do farmaco em 100 mL de metanol (grau HPLC, Tedia, Brazil). As diluicdes para
construcdo da curva foram feitas utilizando como solventes metanol e tampé&o fosfato 0,01 M,
pH 7,4, em triplicata para cada concentracdo, que foram iguais a 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0
Hg/mL. A curva analitica foi construida relacionando-se a concentracdo do MXS com éarea do

pico fornecido pelo aparelho apos injecdo das amostras padrdo. A analise estatistica dos dados
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foi obtida pelo método de regressdo linear, obtendo uma reta no formato y = ax + b, onde (a)
corresponde ao coeficiente angular e (b) coeficiente linear. As faixas lineares foram calculadas
utilizando-se o coeficiente de correlacdo linear (r), que de acordo com os parametros minimo
aceitavel de r = 0,99 (ANVISA, 2003).

=  Precisdo

A precisdo do método foi avaliada por meio do estudo de repetitividade e precisdo
intermediaria. Os resultados foram expressos através do coeficiente de variacdo (CV%),

calculado através da seguinte formula:
CV% = (Desvio Padrao/Concentracdo Média) x 100  (Equacéo 1),

onde: CV% corresponde ao coeficiente de variacdo; Desvio Padréo é a estimativa do desvio
padrdo da média e Concentracdo Média é as médias das medidas em triplicata para cada
concentracdo analisada.

A repetitividade foi avaliada considerando-se a dispersdo dos valores das areas dos
picos de trés concentragdes (1,0; 1,5; 3,0 pg/mL), que contemplaram o intervalo linear do
método, em triplicata para cada concentragéo.

A precisdo intermediaria foi avaliada considerando-se a dispersdo dos valores das
areas dos picos de trés concentragdes (1,0; 1,5; 3,0 ug/mL), que contemplaram o intervalo
linear do método, em triplicata para cada concentracdo, obtidas em trés dias diferentes, com o

mesmo analista e equipamento.

= Exatidéo

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados encontrados na
anélise e um valor de referéncia ou tedrico aceito como verdadeiro (RIBANI et al., 2004). A
exatiddo foi analisada utilizando as mesmas concentracGes descritas anteriormente para
calculo da precisdo. Os resultados foram expressos em funcdo da porcentagem do erro

relativo:

E%= (Valor optigo — Valor rear) / (Valor gea)) X 100 (Equacéo 2),
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onde: E% corresponde a porcentagem de erro relativo; Valorigo COrresponde a concentracao
obtida apOs a analise; e Valor, corresponde a concentracdo do padrdo que deveria ser

encontrada apos a anélise.

= Especificidade/Seletividade

Para a andlise da Especificidade/Seletividade do método foi injetado no CLAE
metanol e tampéo fosfato 0,01 M, pH 7,4, como brancos das amostras, para verificar a
capacidade do método de medir exatamente um composto na presencga de outros componentes
(ANVISA, 2003). A seletividade da metodologia também foi verificada a partir da injecdo de
(i) uma solucdo diluida e filtrada de quitosana e de (ii) uma solucdo metandlica do

homogeneizado da pele filtrado.
= Limite de Quantificacdo

Para obtencdo do Limite de Quantificagdo (LQ), foram injetadas concentracfes
decrescentes do MXS solubilizadas tanto em metanol quanto em tampdo fosfato 0,01M, pH
7,4. Estas concentragdes foram: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 pg/mL. O LQ foi estabelecido por
meio da andlise de solucdes contendo concentragdes decrescentes do farmaco até o menor

nivel determinado com preciséo e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2003).

4.4 Determinacao do coeficiente de solubilidade do M XS

A solubilidade do MXS foi determinada em agua mili-Q, de acordo com a
metodologia proposta por Ogiso et al. (2004). Um excesso de farmaco (~1g) foi adicionado a
erlenmeyers contendo 10 mL de &gua mili-Q. As solucbes foram mantidas a temperatura
ambiente sob agitagdo magnética (1000 rpm) por 24 horas. Apds, as amostras foram filtradas
em filtros com porosidade de 0,22 um acoplados a seringas e diluidas para analise em CLAE.

O estudo foi realizado em triplicata.

4.5 Obtencao das nanoparticulas

As nanoparticulas de quitosana foram desenvolvidas pela técnica de geleificacdo
ionotropica, partindo do procedimento proposto por Calvo et al. (1997). Resumidamente,
solucdes de quitosana contendo o acido acético foram preparadas e mantidas sob agitacéo,

overnight. Sob estas solugGes foram gotejadas solucdes do agente reticulante, o TPP. A
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reticulacgio do polimero positivo pelo TPP negativo proporcionou a formacdo de
nanoparticulas.

Assim, a técnica foi otimizada variando parametros criticos do processo. Foram
testadas diferentes concentragfes da solucdo inicial de quitosana (1,25; 1,75 e 2,0 mg/mL ), da
solucdo inicial de TPP (0,28 e 2,0 mg/mL), variou-se as proporcGes Polimero/TPP (1:1 a 5:1
v/v), mantendo-se a concentracdo de acido acético (Sigma Aldrich, Alemanha) cerca de 1,75
maior que a concentracdo da solucdo de quitosana (CALVO et al., 1997), agitacdo magnética
a 2000 rpm, temperatura a 30°C e pH igual a 4,7.

Para a nanoencapsulagdo do MXS, a quitosana foi solubilizada em uma solucéo
aquosa de acido acético a 1% (v/v) cerca de meia hora antes da adi¢do do farmaco ao sistema
em diferentes quantidades. Apods a adicdo do farmaco, a mistura foi agitada por cerca de 4 h
para garantir a dissolucdo de todos os componentes. A solucdo de TPP foi entdo gotejada
lentamente para a obtencdo das nanoparticulas, e o sistema foi deixado sob agitacdo
magnética por mais 10 min. As quantidades de quitosana e MXS foram variadas para se
determinar a melhor eficiéncia de encapsulacéo e essas quantidades estdo descritas na Tabela
1.

As nanoparticulas foram caracterizadas de acordo com a distribui¢do do tamanho da

particula e potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulagdo do farmaco.

Tabela 1. Quantidade de farmaco (MXS) e polimero (quitosana) por 20 mL de solucdo
utilizados na obtencéo das nanoparticulas.

Quantidade de quitosana Quantidade de MXS Proporc¢éao
Amostra 1 A
(mQg) (mg) polimero/farmaco
NQ1 35 35 1:1
NQ2 35 17,5 2:1
NQ3 35 8,75 4:1

4.6 Caracterizagdo das nanoparticulas

4.6.1. Tamanho de particula e Potencial Zeta
O diametro hidrodindmico das particulas e o potencial zeta foram analisados por
espalhamento de luz dindmico e mobilidade eletroforética, respectivamente. Um mL da
suspensdo coloidal das nanoparticulas, contendo ou ndo o MXS, foram analisadas logo apés
sua obtencdo em um aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA).
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4.6.2. Morfologia
A morfologia das particulas, bem como a confirmacdo da distribuicdo de tamanho
delas, foi analisada por microscopia eletronica de varredura. Para a analise, uma gota das
amostras de nanoparticulas contendo ou ndo o MXS foram colocadas em um suporte e
deixadas a temperatura ambiente até que o solvente fosse seco. Em seguida, as amostras
foram metalizadas com ouro e analisadas em um MEV (MEV JOEL, JSM-7000 IF) em
aumento de 4000 a 45000 vezes.

4.6.3. Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada avaliando-se indiretamente a quantidade
de farmaco associado as nanoparticulas. Para isto, as suspensdes de nanoparticulas contendo o
MXS foram centrifugadas a 4000 rpm por uma hora em uma centrifuga (Centri Bio, TDL 80-
2B) e o sobrenandante foi filtrado em um filtro de poro igual a 0,22 um acoplado a uma
seringa. Foi feita uma diluicdo de 1:1000 (v/v) do filtrado em metanol e 0 MXS presente nesta
amostra foi quantificado em CLAE, obtendo-se a concentracdo de MXS néo encapsulado
(Cobtido)- A concentracdo de MXS encapsulado foi determinada pela diferenga entre a
concentracdo inicial de farmaco adicionado (Cigrico) € a concentragdo de MXS ndo
encapsulado obtida. A eficiéncia de encapsulagéo, entdo, foi calculada da seguinte forma:

EE%= [(C tesrico— Cobtido)/ Cresrico ] X 100  (Equagéo 3),

onde: EE% é a eficiéncia de encapsulacdo do MXS na nanoparticula; Cqutigo € @ concentracdo
de MXS que ndo foi encapsulado nas nanoparticulas de quitosana; € Ciesrico € @ cOncentracao
de MXS que foi inicialmente colocada para preparo das nanoparticulas.

Foram testadas trés proporcdes de polimero/farmaco - 1:1; 2:1; 4:1 (m/m) - para se

estabelecer qual proporcdo possuiria a maior eficiéncia de encapsulagéo.

4.7 Obtencao de formulacdes hidrofilicas contendo as nanoparticulas com MXS

A suspensdo de nanoparticulas contendo o farmaco foi geleificada adicionando-se
0,5%, 1% e 2% (m/m) do polimero hidrofilico anidnico Carpobol. Apés homogeinizacdo da
formulacdo, o pH foi acertado para 5,5 com o auxilio de uma solucdo de NaOH a 0,5 M. Para
os estudos de liberacdo in vitro e de permacdo cutdnea do MXS foram analisadas, portanto,
duas formulagdes: i) suspensdo de nanoparticulas de quitosana que continha 0 MXS
encapsulado (NQ-MXS) e ii) o gel da suspensdo de nanoparticulas que continham o MXS
encapsulado (gel-NQ-MXS), e seus respectivos controles: i) solu¢do aquosa do MXS e ii) O

gel da solucédo aquosa do MXS (gel). A concentracdo final de MXS em todas as formulacdes
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foi de 1,75 pg/mL. O pH de todas as formulacdes foi avaliado e modificado para 5,5 quando

necessario.

4.8 Estudo in vitro de liberacdo do MXS a partir da suspensdo de nanoparticulas
(NQ-MXS) e gel desenvolvido contendo nanoparticulas de MXS (gel-NQ-MXS)

A influéncia da NQ-MXS e do gel-NQ-MXS desenvolvidos na liberagdo do MXS foi
verificada in vitro através de um ensaio de liberacdo. Este ensaio foi realizado utilizando-se
células de difusdo de Franz modificadas (Figura 11) e membranas sintéticas hidrofilicas de

acetato de celulose.

Figura 11. Célula de difusdo do tipo Franz modificada montada para realizacdo dos estudos in
vitro de liberacéo.

A solucéo receptora presente no compartimento inferior (compartimento receptor) da
célula foi uma solucdo tampédo fosfato a 0,01M, pH 7,4, mantida a temperatura ambiente
durante todo o tempo de experimento. Essa solugcdo foi sendo reposta ao compartimento
receptor a medida que, de 1 h em 1h, foram coletadas para analise 1 mL de solugéo receptora
ao longo de 12 h de experimento. No compartimento doador foram adicionados 1 mL da NQ-
MXS e 1 mL do gel-NQ-MXS. Como controle, experimentos semelhantes foram realizados
colocando-se no compartimento doador 1 mL da solugdo aquosa do farmaco e o gel
hidrofilico contendo o farmaco. Todas as formulagGes continham 1,75 % (m/m) de MXS e
tiveram seu pH corrigido para 5,5.

A quantidade de farmaco liberada foi determinada por CLAE-UV pela anéalise das
amostras coletadas apds a filtragdo em membranas acopladas a seringas de porosidade de 0,22
pum. O perfil de liberagdo do MXS a partir da NQ-MXS e do gel-NQ-MXS foi analisado e
comparado com ao da solucdo aquosa do farmaco e do gel da solucdo aquosa do farmaco
(controles) por meio de métodos gréaficos relacionando-se a quantidade de farmaco liberada

(1g) em funcéo do tempo (h).



23

4.8.1 Determinacéo da quantidade de farmaco liberado
Para se determinar a quantidade de farmaco liberado que se difunde através da
membrana hidrofilica foi necessario realizar um calculo de acordo com a seguinte equacéo:
Qreatt = Crensuradot X Vi +Va x " Ca  (Equacdo 4),
onde: Qreat € a quantidade liberada acumulada de farmaco no tempo t; Crensurat € @
concentracdo mensurada do farmaco da coleta no tempo t; V, é o volume do compartimento
receptor da célula de difusdo; V, é o volume de amostra removido na coleta; e C, é a

concentracdo de farmaco na amostra removida.

4.9 Estudos de recuperacdo do MXS do estrato corneo (EC), da epiderme (EP) e
do foliculo piloso

Trés fragmentos de pele de porco foram inicialmente esticadas e presas sobre um
suporte de isopor. Sobre cada pedago de pele foi colocado um template de plastico com area
de exposicéo igual a 1,0 cm? O EC de cada um dos pedacos de pele foram removidos pela
técnica do tape stripping com o auxilio de 15 pedacos de fita adesiva. Apos, 1 gota de cola de
cianoacrilato foi colocada sobre a pele e um pedaco de fita adesiva foi colocada sobre essa
gota e pressionada até que ela estivesse completamente seca. Apos, a fita foi removida em um
Unico movimento para remocdo dos foliculos pilosos. Sobre os pedacos de fita contendo o
EC, fitas contendo os foliculos e sobre os pedacos de pele remanescentes foram adicionados
50 pL, 75 pL, 100 pL da solucdo estoque metandlica de MXS (100 pg/mL). O metanol foi
evaporado e em seguida as fitas adesivas e 0s pedacos de pele foram transferidos para tubos
Falcon de 50 mL, onde adicionou 5 mL de metanol para extracdo do farmaco das camadas da
pele e avaliacdo da recuperacdo em trés faixas de concentracdo da curva analitica: (i)
concentracdo baixa (0,5 pg/mL), (ii) concentracao média (1,5 pg/mL) e (iii) concentracéo alta
(3,0 pg/mL). Os tubos foram deixados agitando por 24 h e seu contetdo filtrado em
membranas de 0,22 um conectados a seringas, e analisado por CLAE para quantificacdo do
MXS. Esse experimento foi realizado em triplicata para cada concentragdo analisada.

4.10 Permeacéo cuténea in vitro do MXS a partir da NQ-MXS e do gel hidrofilico
desenvolvido

A célula de difusdo foi montada com a pele da orelha de porco separando o
compartimento doador do compartimento receptor (Figura 12). O compartimento receptor foi
preenchido com a solugdo de tampdo fosfato 0,01M, pH 7,4. Por 30 minutos a pele foi
deixada em contato com a solugéo receptora com a intencdo de hidrata-la antes do estudo.
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No compartimento doador foram adicionados 1 mL da NQ-MXS e 1 mL do gel-NQ-
MXS. A solucdo receptora foi mantida a temperatura ambiente e agitada a 1000 rpm por 3 h, 6
h, 9 h ou 12 h. As amostras foram coletadas ao final de cada hora estabelecida e analisadas
por CLAE. O fluxo do farmaco foi determinado relacionando a quantidade de MXS permeado

em funcdo do tempo.

Figura 12. Célula de Franz modificada com a pele de orelha de porco separando o
compartimento doador do compartimento receptor.

4.11 Determinacgdo da quantidade de MXS retido no EC, EP e no foliculo piloso —
Tape stripping diferencial

Ao final dos experimentos de permeacdo cutdnea, a quantidade de MXS que
permaneceu retida no EC da pele foi determinada e diferenciada daquela retida nos foliculos
pilosos e EP. Utilizou-se para tal a técnica denominada tape stripping diferencial
(TEICHMANN et al., 2005).

Ao final de cada experimento de permeacdo, a pele de porco foi retirada da célula de
difusdo, esticada e presa sobre um suporte de isopor. Um template de plastico com area de 1,0
cm? foi colocado sobre a pele de modo a deixar exposto somente a area de transporte do
farmaco. O EC desta regido foi totalmente removido com o auxilio de 15 fitas adesivas. O
conteudo folicular desta area da pele sem EC foi retirado pela aplicacdo de uma gota de cola
de cianoacrilato. Um pedaco da fita adesiva foi colocado sobre a cola e pressionado levemente
durante 5 minutos até que a cola estivesse totalmente seca. A fita adesiva foi ent&o retirada em
um unico movimento. As fitas adesivas, a camada de cola seca retirada, e a EP picotada foram
transferidos para trés tudos Falcon de 50 mL distintos, de onde se extraiu 0 MXS pela adi¢céo
de 5 mL de metanol em cada tubo. Os tubos foram deixados agitando tampados por 24 h e seu
conteudo foi filtrado em filtros com porosidade de 0,22 pm e analisado por CLAE para

quantificacdo do farmaco em estudo.
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Figura 13. Pedacos de pele de orelha apos a perfusdo do farmaco: A) Area de perfusio
apos o tape stripping para a retirada do EC e B) Area de perfusdo apos a bidpsia com cola de
cianoacrilato para remocao dos foliculos pilosos da pele.

4.12 Andlise dos dados

Os dados quantitativos estdo apresentados nas Tabelas e Figuras como média + desvio
padrdo da média de pelo menos 3 replicatas. As regressdes lineares foram obtidas com a
utilizacdo do programa Microsoft Excel 2007. A anélise estatistica dos dados foi realizada
com a utilizacdo do programa GraphPad Prism. Diferencas significativas entre conjuntos de
dados foram verificadas por analise de variancia one way, seguido de teste de Tukey com
comparacgdo mdaltipla dos dados. O nivel de significancia estatistica foi fixado como sendo p <
0,05
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo desenvolver um produto inovador para o tratamento da
alopecia androgénica utilizando-se, como estratégia, a nanoencapsulacdo do MXS. As
nanoparticulas de quitosana oferecem vérias vantagens na administracdo tépica de farmacos,
como a possibilidade de se obter uma liberacdo controlada, a facilidade de administracdo na
forma de suspensdes topicas, boa biocompatibilidade e ndo imunigenicidade (BRANNON-
PEPPAS et al., 2004; FAISANT et al., 2002; GAVINI et al., 2004), além de possibilidade de
se obter uma liberacdo localizada do farmaco exatamente no seu local de acdo (foliculos
pilossebaceos), reduzindo assim a ocorréncia de efeitos colaterais. A importancia pratica deste

sistema de liberagdo é, portanto, muito grande.

5.1 Determinacao do comprimento de absorcao de maxima absor¢ao para o MXS

Foi realizada uma varredura do MXS dissolvido em metanol a 100 pg/mL. O espectro
de varredura na regido do UV/Vis esta apresentado na Figura 14. Os valores de comprimentos
de onda de absor¢ao maxima encontrados para o farmaco foram de 210 e de 285 nm e esta de
acordo com o que se encontra descrito na literatura cientifica para este composto (GELFUSO
et al., 2011 e SHEU et al.,, 2006). O comprimento de onda de 285 nm, no entanto, foi
selecionado para deteccdo do farmaco por CLAE porque o comprimento de onda igual a 210
nm foi menos seletivo durante as analises, ou seja, observou-se varios picos de absor¢cdo do

préprio solvente e outros artefatos no cromatograma analisado neste comprimento de onda.
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Figura 14. Espectro de absorcéo na regido do UV/Vis de uma solu¢do de MXS em metanol a
100 pg/mL. Faixa de varredura: 200 a 700 nm.

5.2 Metodo analitico para quantificacdo do MXS permeado e recuperado da pele

A validagdo de um método analitico é a confirmacdo, por fornecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos
(NBR ISO/IEC 17.025, 2001). E necesséario acreditar a metodologia para se atingir um grau
de reconhecimento, comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. A validacdo do método
analitico € um aspecto essencial para a garantia da qualidade de anélise (BARROS, 2002).
Dados analiticos ndo confiaveis podem levar a decisdes equivocadas e a prejuizos financeiros
irreparaveis. Por esta razdo, neste trabalho, o método analitico para doseamento do MXS

permeado e recuperado da pele foi validado.

5.1.1 Linearidade

A lineraridade do método corresponde a sua capacidade em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de uma faixa de
aplicacdo (RIBANI et al., 2004).

As Figuras 15 e 16 mostram as curvas analiticas obtidas para 0 MXS, na faixa de
concentracdo entre 0,5 a 3,0 ug/mL, usando metanol e solucdo tampdo fosfato 0,01M, pH 7,4,
como diluentes, respectivamente. A partir da analise da regressao linear é possivel afirmar que
0 método apresentou linearidade na faixa de concentracdo entre 0,5 pg/mL e 3,0 pg/mL, uma
vez que o coeficiente de correlacdo linear obtido foi de 0,9999 para a curva de metanol e
0,9957 para a curva de tampéo fosfato 0,01M, estando de acordo com o preconizado pela
ANVISA (ANVISA, 2003).
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Figura 15. Representacdo grafica da curva analitica obtida para o MXS por CLAE.
ConcentracGes diluidas em metanol. Equacdo da reta: y= 96352x — 6478,4 e coeficiente de
correlacdo linear: r = 0,9999.
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Figura 16. Representacdo grafica da curva analitica obtida para 0 MXS por CLAE.
Concentrac@es diluidas em tampéo fosfato 0,01M. Equacdo da reta: y= 95326x — 2981,9 e
coeficiente de correlacao linear: r = 0,9957.

5.1.2 Preciséo e Exatid&do
A precisdo representa a dispersdo de resultados em ensaios indepedentes repetidos de
uma mesma amostra. A precisdo é avaliada pelo desvio padrdo absoluto (RIBANNI et al.,
2004). Ja a exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
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encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(RIBANNI et al., 2004). A precisao pode ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou
coeficiente de variacdo (CV%), ndo se admitindo valores superiores a 5% (ANVISA, 2003).
As Tabelas 2 e 3 mostram que os valores de precisdo e exatiddo obtidos para 0 método
de andlise do MXS por CLAE estdo dentro da faixa estabelecida pela ANVISA. Os valores de
exatidao e precisdo para as concentragcOes de 1; 1,5 e 3 pg/mL foram menores que o valor de

5%, limite preconizado por esta agéncia regulatoria.

Tabela 2. Analise da precisdo e da exatiddo intracorrida e intercorrida do método de
quantificacdo para 0 MXS diluido em metanol.

Concentracdo Teorica  Concentracdo Experimental Precisdo Exatidéo

(Mg/mL) (Mg/mL) % %

Intracorrida (n=9)

1,0 1,00+ 0,01 1,89 0,28

15 1,50+ 0,03 2,36 0,26

3,0 2,98 £ 0,01 0,49 -0,44
Intercorrida (n=9)

1,0 0,99 £ 0,01 1,93 -0,16

1,5 1,50 £ 0,03 2,85 0,47

3,0 2,99 £ 0,04 1,31 -0,04

Tabela 3. Analise da precisdo e da exatiddo intracorrida e intercorrida do método de
quantificacdo para 0 MXS diluido em tampéo fosfato 0,01 M.

Concentracdo Teorica  Concentracdo Experimental Precisdo Exatidao

(Hg/mL) (Hg/mL) % %

Intracorrida (n=9)

1,0 0,97 £ 0,04 0,44 -0,25

15 1,46 £ 0,05 4,40 -2,31

3,0 2,88 £ 0,07 1,44 -3,85
Intercorrida (n=9)

1,0 1,03+0,01 0,22 3,99

15 1,47 £ 0,03 3,21 -1,97

3,0 2,92 £ 0,02 1,01 -2,44

5.1.4 Especificidade/Seletividade
Especifidade ou seletividade de um método é a sua capacidade de medir exatamente

um composto em presenca de outros componentes (ex: impurezas, produtos de degradacgéo e
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componentes da matriz) (ANVISA, 2003).

Na Figura 17 esta representado o cromatograma referente a injecdo de uma solucéo de
MXS a 3,0 pg/mL em metanol; ja na Figura 18 esta representando o cromatrograma referente
a injecdo de uma solucdo de MXS a 3,0 pg/mL em solucdo tampéo fosfato 0,01 M, seguindo
0 protocolo das condi¢es padronizadas para a quantificacdo do farmaco por CLAE-UV (item
4.10). As Figuras 19 e 20 estdo representando os brancos da amostra, ou seja, somente 0
metanol e a solucdo tampao que foram utilizados como diluentes do MXS, mostrando nédo
haver nenhuma interferéncia do metanol e da solucdo tampao na analise.

Para se garantir que nenhum componente da matriz interfere na especificidade do
método também foi avaliado o cromatograma da solucdo metanodlica de quitosana
(1,75ug/mL) e a de um homogeneizado de pele em metanol filtrado (1 cm? de pele/5 mL de
metanol). As Figuras 21 e 22 mostram 0s cromatogramas referentes a injecdo de 50 uL da
solucdo metandlica de quitosana e da solucdo metandlica dos componentes da pele. A analise
de todas as figuras permite concluir que o método se mostrou seletivo para a dosagem do
MXS.
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Figura 17. Cromatograma referente a injecdo de uma solugdo de MXS (3,0 pg/mL) em

metanol. Coluna C18; fase movel: agua/acetronitrila (90:10); tempo de retencdo 5,139min;
vazdo de ImL/min;volume de inje¢do: 50 pL; detecgdo a 285 nm.
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Figura 18. Cromatograma referente a injecdo de uma solugdo de MXS (3,0m;"ug/mL) em
tampéo fosfato 0,01M. Coluna C18; fase movel: agua/acetronitrila (90:10); tempo de retencédo
5,139min; vazdo de ImL/min;volume de inje¢do: 50 pL; detecgdo a 285 nm.
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Figura 19. Cromatograma referente a injecdo de metanol.
agua/acetronitrila (90:10); vazdo de ImL/min;volume de injecdo: 50 uL; deteccdo a 285 nm.
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Figura 20. Cromatograma referente a injecdo de tampédo fosfato. Coluna Cl&T;mfase movel:

agua/acetronitrila (90:10); vazdo de ImL/min;volume de injecdo: 50 uL; deteccdo a 285 nm.
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Figura 21. Cromatograma referente a injecdo da solucdo metandlica da s"lj"spenséo de
nanoparticulas de quitosana.. Coluna C18; fase mdvel: agua/acetronitrila (90:10); vazdo de
ImL/min;volume de injecdo: 50 pL; deteccédo a 285 nm.
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Figura 22. Cromatograma referente a injecdo da solucdo metandlica da pele da orelha de
porco. Coluna C18; fase movel: agua/acetronitrila (90:10); vazdo de 1mL/min;volume de

injecdo: 50 pL; deteccédo a 285 nm.

5.1.5 Limite de quantificagio
O limite de quantificacdo de um método analitico representa a menor concentragdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando-se um determinado procedimento
experimental (RIBANNI et al., 2004) Na pratica, normalmente corresponde ao padrdo da

calibracdo de menor concentracéo, excluindo-se o branco (PEREZ, 2010).
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Tabela 4. Dados para determinacdo do Limite de Quantificagdo do método de quantificacdo
para 0 MXS diluido em metanol

Concentracéo Teorica Concentracdo Experimental  Precisdo Exatidao

(hg/mL) (hg/mL) % %
0,01 0,2+0,01 05 194
03 0,30 +0,05 3,07 0,45
0,5 0,48 £ 0,07 1,64 -2,72

1 1,00+ 0,01 1,89 0,28

A menor concentracdo quantificavel do MXS por meio do metodo proposto por CLAE
com precisdo e exatiddo dentro dos limites preconizados pela ANVISA foi a concentracdo de
0,3 pg/mL, sendo considerado, portanto, o limite de quantificacdo do método quando o

farmaco foi dissolvido em metanol (Tabela 4).

Tabela 5. Dados para determinacdo do Limite de Quantificagdo do método de quantificacao
para 0 MXS diluido em tampéao fosfato 0,01 M.

Concentracéo Teorica Concentracdo Experimental  Precisdo Exatidao

(hg/mL) (hg/mL) % %
0,05 0,09 +0,01 0,84 95,15
05 0,49 +0,03 1,75 -0,96
1 0,97 0,05 0,44 -2,05

Para o farmaco dissolvido em tampdo fosfato, dentre as concentragdes analisadas, a
menor concentracdo quantificavel do MXS por meio do método proposto por CLAE com
precisdo e exatiddo dentro dos limites preconizados pela ANVISA foi a concentracdo de 0,5
ug/mL, sendo considerado, portanto, o limite de quantificacdo do método quando ele esteve

dissolvido em tampao fosfato pH 7,4 (Tabela 5).

5.2 Determinacéo do coeficiente de solubilidade do MXS

Antes do desenvolvimento de qualquer forma farmacéutica ou de um sistema de
liberacdo de farmacos é essencial analisar as propriedades fisicas e quimicas da molécula de
farmaco. Essa primeira fase de aprendizagem, delineamento e desenvolvimento de uma nova
formulacdo € conhecida como pré-formulacdo (ANSEL, 2007; AULTON, 2005). A
determinacdo da solubilidade do fa&rmaco € importante do ponto de vista farmacotécnico, pois

guanto maior a tendéncia da substancia se dissolver, mais facilmente ela pode ser absorvida
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(AULTON, 2005). Um aspecto relevante a ser considerado, € que a velocidade de
solubilizacdo (dissolucdo) e a quantidade que pode ser dissolvida (solubilidade) néo sdo iguais
e nao estdo relacionadas, embora, na pratica, uma alta solubilidade de um farmaco esteja, em
geral, associada a uma alta dissolugdo (ANSEL, 2007; AULTON, 2005). Além disso, é
necessario conhecer a solubilidade do farmaco em questdo, pois nos estudos de permeacéo e
liberagéo in vitro deve-se evitar a saturagcdo do meio (tampéo fosfato 0,01M, pH: 7,4), o que
atrapalharia sua difusdo/fluxo através da pele. Por isso, nesses estudos deve-se manter as
condicBes de sink, ou seja, a concentracdo do farmaco no meio receptor ndo deve ser maior
que 10% de seu coeficiente de solubilidade em hipdtese alguma. O coeficiente de solubilidade
do MXS em agua mili-Q a temperatura ambiente foi determinado e esta apresentado na Tabela
6.

Tabela 6. Coeficiente de solubilidade do MXS em agua mili-Q a temperatura ambiente

Solvente Concentracdo apés 24h (g/L)
Agua mili-Q 56,14 + (0,04)

O MXS apresenta solubilidade em meio aquoso de 56,14 g/L, sendo considerado
solivel em agua (AULTON, 2006), diferente do MX ndo sulfatado, que é considerado pouco
soltvel em 4gua (2,2 g/L a 25°C) (GORECKI, 1988; THE MERCK INDEX, 1987). Esse
resultado de solubilidade em &gua garante, portanto, que os estudos de liberacdo in vitro e de

permeacao cutanea do MXS foram conduzidos nas condicdes de sink.

5.3 Obtengao de nanoparticulas

As nanoparticulas de quitosana contendo o0 MXS foram preparadas seguindo a técnica
de geleificagdo ionotropica proposta por Calvo et al. (1997), e foram caracterizadas quanto a
distribuicdo do tamanho da particula e potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulacédo
do farmaco.

O grau de protonacdo da molécula de quitosana € basicamente controlado pelo pH do
meio. Shu e Zu (2002) demonstraram a relagéo entre o pH da solucdo de quitosana e o grau de
protonacdo das suas moléculas. Se o pH da solu¢do aumentar drasticamente - por exemplo, se
houver um aumento de pH de 4,8 para 8,0, - 0 grau de protonacéo € inexistente, indicando que
existe um pH critico no qual a molécula de quitosana comeca a se desprotonar. Fan et al.

(2012) mostraram que a faixa de pH Otima pra se obter particulas estaveis e monodispersas é
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entre 4,7 e 5,5. Por esta razdo, para preparo das nanoparticulas de quitosana neste trabalho,

fixou-se o pH da solucdo de quitosana em 4,7.

5.3.1 Tamanho de particula e Potencial Zeta
A Tabela 7 mostra o tamanho médio, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta das
suspensdes de nanoparticulas preparadas usando-se proporgdes de 5:1 e 5:2 (v/v) da solucéo
de quitosana (1,75 mg/mL) em relacéo a solucdo de TPP (1,00 mg/mL). O tamanho médio das
nanoparticulas nessas concentracdes de quitosana e TPP estdo de acordo com o proposto por
Calvo et al. (1997), que obtiveram particulas de quitosana com tamanho médio de 304,7 nm *

24,9 utilizando o mesmo método de preparo.

Tabela 7. Tamanho médio (nm), potencial zeta (mV) e PDI referentes as nanoparticualas de
quitosana (NQ) nas concentracdes de quitosana 1,75 mg/mL e TPP 1,0 mg/mL.

Tamanho das

Proporg¢ao particulas (nm) PDI Potencial Zeta (+mV)
5:1 243,28 £ 76,97 0,295 + 0,033 47,7 +0,62
5:2 271,72 £59,46 0,345 + 0,060 46,16 + 6,72

Calvo et al. (1997) afirmaram que de acordo com a proporgdo utilizada entre as
solugbes de quitosana e TPP, as amostras resultantes poderiam se apresentar
macroscopicamente de trés formas: i) como solugdes claras, ii) como solugdes levemente
opacas e iii) como agregados opacos. As amostras levemente opacas sdo consideradas as que
possuem menor tamanho de particulas, ou seja, caracterizam a formacdo de nanoparticulas.
Neste trabalho, quando se trabalhou com proporgcfes volumétricas de 5:2 da solucdo de
quitosana (1,75 pg/mL) e solugédo de TPP (1,0 pug/mL), obteve-se solugdes levemente opacas,
conforme mostra a Figura 23. Ja trabalhando-se com propor¢bes de 5:1 (v/v), a
reprodutibilidade do método de obtencdo ndo era assegurada, ou seja, por diversas vezes se
obtinha solu¢des mais claras que apresentavam resultados em n&o conformidade quando lidas
em aparelho Zetasizer. Os resultados apresentados na Tabela 7 para tamanho de particula, PDI
e potencial zeta para ambas as propor¢Ges ndo foram significativamente diferentes entre si
(p<0,05). Portanto, a proporcao de 5:2 foi a escolhida para a obtencao das nanoparticulas por

garantir uma maior reprodutibilidade na preparagéo.
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O PDI apresentado por todas as nanoparticulas foi em torno de 0,3, mostrando estarem
relativamente monodispersas. De maneira semelhante aos nossos resultados, Ing et al. (2012),
obtiveram nanoparticulas de quitosana com valores de PDI de 0,366 + 0,047.

Todas as particulas apresentaram valores de potencial zeta acima de 30 mV em
modulo, o que garante a estabilidade da suspensao, pois cargas superficiais desta magnitude
evitam que haja aglomeracdo entre as nanoparticulas (Calvo et al., 1997). As cargas
superficiais positivas apresentadas pelas nanoparticulas sdo devido a carga residual da
quitosana que ndo se ligaram a molécula de TPP.

As amostras obtidas correspondentes as proporcdes de 5:3, 5:4 e 1:1 (v/v) entre as
solucdes de quitosana/TPP ndo apresentaram resultados considerados satisfatorios de tamanho

de particula, pois formaram-se muitos agregados.
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Figura 23. Zona opaca de formacao de nanoparticulas: A) Solucdo de quitosana (1,75
png/mL) antes da adicdo do TPP e B) Suspensao de nanoparticulas formada ap0s a adicdo do
TPP.

Calvo et al. (1997) e Fan et al. (2012), demonstraram em seus trabalhos que quanto
maior a concentracdo inicial de quitosana adicionada, maior sera o tamanho medio das
nanoparticulas obtidas. Isso ocorre porque, sob condi¢des &cidas, existe uma repulsao
eletrostatica entre as moléculas de quitosana devido ao protonamento do grupo amino e
também existe uma ligacdo intermolecular de hidrogénio entre as moléculas de quitosana.
Abaixo de certa concentracdo da quitosana (2,0 mg/mL), a ligacdo de hidrogénio
intermolecular e a repulsao eletrostatica estdo em equilibrio (QUN e AJUN, 2006). Portanto,
no intervalo de concentragdo entre 1,0 mg/mL a 2,0 mg/mL , a medida que a concentracdo de
quitosana aumenta na solucdo, as moléculas de quitosana se aproximam, levando a um
aumento das ligacdes intermoleculares, formando portanto particulas maiores, porém ainda
em nanoescala (FAN et al., 2012). Acima da concentracdo de 2,0 mg/mL, microparticulas sdo
formadas devido a uma forte ligagdo intermolecular, pois varias moléculas de quitosana

estariam envolvidas na formacéo de uma sé particula.
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5.3.2 Eficiéncia de Encapsulagao

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada avaliando-se a quantidade de farmaco
interagindo com as nanoparticulas, seja em seu interior ou conectado a sua superficie. A
Tabela 8 apresenta os valores encontrados de eficiéncia de encapsulagdo do MXS para as
nanoparticulas preparadas com diferentes propor¢des de polimero/farmaco (m/m). Os valores
de eficiéncia variaram de 26,18% a 73,32%. N&o houve diferenca significativa entre os
valores de eficiéncia de encapsulacdo das amostras NQ2 e NQ3, mas ambos os valores foram
significativamente diferente do apresentando pela NQ1 (p<0,05).

Maiores valores de eficiéncia de encapsulagao foram obtidos quando se trabalhou com
menores proporcdes de farmaco em relacdo ao polimero. Medeiros (2011) obteve uma
eficiéncia de encapsulacdo de 75% em nanoparticulas de quitosana carreando peptideos
antitumorais. Pan et al. (2002) obtiveram 80% de encapsulacdo da insulina. Mohammadpour
et al. (2012) demonstraram que aumentando-se a concentracdo de um peptideo presente no

veneno de um escorpido, de 50 para 75 pg/mL, a eficiéncia de encapsulacao diminuia.

Tabela 8. Tamanho médio (nm), PDI, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo de trés
amostras (NQ1, NQ2 e NQ3) nas proporcdes de polimero/farmaco (v/v).

Proporcio - H 5 ol Eficéncia de
: amanho otencia x
Amostra qulmero/ Meédio (nm) PDI Zeta (+mV) Encapsulacéo
Farmaco (%)
NQ1 1:1 235,5+99,9 0,310+0,008 28,6 £5,98 73,32 +0,29
NQ2 1:2 271,2+46,2 0,323+0,04 22,3 +5,29 28,8 +0,16
NQ3 1:4 306,6+41,9 0,307 £0,01  25,4+587 26,18 + 0,02

A baixa eficiéncia de encapsulacdo nas concentracfes mais elevadas de MXS pode
estar relacionada a capacidade limitada que as nanoparticulas poliméricas tém em acomodar o

farmaco em seu interior ou em sua superficie sem interferir em sua estrutura.

5.3.3 Morfologia das Nanoparticulas
A Figura 24 apresenta fotomicrografias das nanoparticulas obtidas por geleificacdo
ionotrépica em varios aumentos. Ja a Figura 25 apresenta fotomicrografias das nanoparticulas
contendo o MXS encapsulado na proporcdo polimero/farmaco de 1:1 (m/m). As

nanoparticulas apresentaram-se bem esféricas e nota-se, pela observacao das fotomicrografias,
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que se formou uma populacgdo de particulas relativamente monodispersa e monomodal, com
particulas de didametro em torno de 300 nm, corroborando com os resultados de didametro
hidrodindmico das particulas apresentados anteriormente. Calvo et al. (1997) também
demonstraram o formato esférico das nanoparticulas de quitosana, porém elas se apresentaram
polidispersas, com tamanhos muito variados desde particulas na escala micrométrica até
particulas na escala nanometrica. Fan et al. (2012) afirmaram que a técnica de geleificacdo
ionotrépica é muito sensivel, e que na maioria das vezes a amostra apresenta-se polidispersa e
com baixa estabilidade. As nanoparticulas de quitosana desenvolvidas nesse trabalho,
portanto, apresentaram caracteristicas superiores aquelas preparadas anteriormente por ambos
0s grupos de pesquisa, mostrando que as variagdes implementadas no método inicial de

preparo foram positivas.

X 4,000 10.0kV SEI

Figura 24. Fotomicrografia obtida por microscopia eletrdnica de varredura (MEV JOEL
Modelo JSM-7001F) em aumento: A)1700 vezes B) 4000 vezes, C) 40.000 vezes e D) 45.000
para as nanoparticulas de quitosana.
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Figura 25. Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura (MEV JOEL
Modelo JSM-700IF) em aumento: A) 23.000 vezes e B) 4000 para as nanoparticulas de
quitosana e MXS encapsulado na proporc¢do 1:1.

A presenca do MXS nas nanodispersdes nao resultaram em alteracdo significativa na
morfologia das nanoparticulas (Figura 25), nem em sua faixa de didmetro. Esses resultados
estdo, portanto, totalmente de acordo com os valores de tamanho de particula apresentados na
Tabela 8.

5.4 Obtengao de formulac@es hidrofilicas contendo as nanoparticulas de
guitosana com MXS encapsulado

A suspensdo coloidal do MXS encapsulado nas nanoparticulas de quitosana foi
geleificada adicionando-se 0,5%, 1% e 1,5% (m/m) de Carbopol (Figura 26). Optou-se por
utilizar a porcentagem de 0,5% (m/m) de Carbopol, no entanto, porque esta concentracdo foi
responsavel por produzir um gel mais fluido, facilitando a sua aplicacdo sobre a pele. O pH do
gel foi ajustado para 5,5 para torna-lo compativel a aplicacdo topica dermatoldgica.

Figura 26. Fotografia dos géis, todos em pH 5,5 contendo as nanoparticulas de quitosana
encapsulando o MXS: A) 0,5% de Carbopol B) 1,0% de Carbopol e C) 1,5% de Carbopol.

5.5 Estudos in vitro de liberacdo do MXS a partir da NQ-MXS e do gel-NQ-MXS
Os estudos de liberagdo foram realizados in vitro com intuito de se conhecer a

velocidade com que o farmaco deixa a formulacdo e fica disponivel para sofrer difusdo
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através da pele. Nesse estudo, as formulacBes foram colocadas em contato com uma
membrana hidrofilica que as separavam do contato direto com o meio receptor aquoso. A
membrana interferia pouco na difusdo do farmaco através das formulacGes. O perfil de
liberacdo do farmaco a partir da NQ-MXS e do gel-NQ-MXS foi comparado & sua difuséo
através da membrana a partir de uma solucdo aquosa e de um gel hidrofilico, todos contendo a
mesma concentragdo do MXS e o mesmo pH.

A Figura 27 mostra as quantidades de MXS liberadas (ug) da formulacdo NQ-MXS,

contendo 1,75 pg/mL de MXS, pH 5,5, em funcdo do tempo em comparacao a solucao aquosa

do farmaco.
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Figura 27. Perfis de liberacdo do MXS a partir da formulagcdo NQ-MXS contendo 1,75
pug/mL do farmaco, pH 5,5 em comparacdo a uma solucdo aquosa do farmaco contendo a
mesma concentragdo de MXS e mesmo pH.

A partir da primeira hora de estudo, a liberacdo do farmaco ocorreu em quantidades
significativamente diferentes (p>0,05) daquelas de farmaco difundo da membrana hidrofilica
a partir da solucdo aquosa controle. Assim, a formulacdo NQ-MXS foi capaz de controlar a
liberacdo do MXS durante as 12 horas de experimento quando comparada ao seu controle.

A Figura 28 apresenta as quantidades de MXS liberado (ug) da formulagdo gel-NQ-
MXS, contendo 1,75 pg/mL de MXS, pH 5,5 em funcdo do tempo em comparacdo ao gel do

farmaco livre, mostrando que a presenca de farmaco encapsulado também retardou a sua

liberacdo.
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Figura 28. Perfis de liberagdo do MXS a partir da formulacdo gel-NQ-MXS contendo 1,75
pug/mL do farmaco, pH 5,5 em comparacdo ao gel da solucdo aquosa do farmaco contendo a
mesma concentragdo de MXS e mesmo pH.

A Figura 29 compara a porcao linear de todos os perfis de liberagdo do MXS (ug) a
partir das duas formulagdes e seus respectivos controles, dados utilizados para célculo dos

fluxos de liberacdo do farmaco, apresentados a seguir na Tabela 9.
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Figura 29. Perfis de liberacdo do MXS a partir da formulacdo NQ-MXS e gel-NQ-MXS
contendo 1,75 pg/mL do farmaco, pH 5,5 em comparacéo a solugdo do aquosa d farmaco e ao
gel da solugdo aquosa do farmaco contendo a mesma concentracdo de MXS e mesmo pH.

N&o houve diferenca significativa entre os valores de liberacdo das formulacdes NQ-
MXS e gel-NQ-MXS, demonstrando que s&o as nanoparticulas que desempenham a funcéo de
controlar significativamente a liberacdo do farmaco, apesar da rede polimérica promover

algum controle quando o farmaco estad em sua forma livre na formulacéo.
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Tabela 9. Fluxos de liberacdo do MXS (ug/cm?/h) a partir das formulagdes NQ-MXS e gel-
NQ-MXS quando comparados aos seus respectivos controles.

Fluxo de Liberacéo Coeficiente de correlacéo linear
Matrizes (Lg/cm?/h) (r)
Solucdo Aquosa 188,9+£6.0 0,98
NQ-MXS 354+18 0,91
Gel 90917 0,98
gel-NQ-MXS 420+1,1 0,97

A analise da Tabela 9 torna claro que as nanoparticulas foram capazes de controlar a
liberacdo do farmaco, tendo um fluxo de liberacdo cerca de 5 vezes menor que o fluxo da
solucéo controle. Gelfuso et al. (2011), obtiveram microparticulas de quitosana encapsulando
0 MXS com tamanho médio de 4,5 um, que foram capazes de retardar a liberacdo do farmaco
cerca de 3,5 vezes quando comparadas a difusdo do farmaco livre. O sistema nanoestruturado
teve um efeito mais pronunciado no controle da liberacdo do MXS do que um sistema

microencapsulado.

5.6 Estudos de recuperacdo do MXS do estrato corneo (EC), dos foliculos pilosos
e da epiderme viavel+derme (EP)

Os testes de recuperagdo do farmaco foram realizados com o intuito de se validar o
processo de extracdo do MXS do EC, da EP e dos foliculos pilosos, além de verificar a
capacidade extratora do metanol para o farmaco nas diferentes matrizes.

O método utilizado para recuperacdo do MXS retido na pele ja foi utilizado por
Gelfuso et al. (2011), mostrando-se bastante eficiente. Na Tabela 10 estdo apresentados os
resultados da recuperacdo do MXS extraido com 5 mL de metanol do EC aderido as fitas
adesivas, na Tabela 11 estdo os valores de recuperacdo do farmaco a partir da EP e na Tabela

12 encontram-se os valores de recuperacao do farmaco dos foliculos pilosos.
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Tabela 10. Porcentagem de recuperacdo do MXS do EC utilizando metanol como solvente
extrator.

Concentracdo MXS  Quantidade recuperada de MXS % Recuperada de

(ng/mL) (H9) MXS
0,5 0,49 +0,03 98,26
1,5 1,26 + 0,22 84,45

3 2,77 + 0,50 92,42

Tabela 11. Porcentagem de recuperacdo do MXS da EP utilizando metanol como
solvente extrator.

Concentracdo MXS  Quantidade recuperada de MXS % Recuperada de

(hg/mL) (hg) MXS
05 0,47 0,05 99,97
15 1,33+0,08 85,91

3 2,45+0,12 80,50

Tabela 12. Porcentagem de recuperacdo do MXS do foliculo piloso utilizando metanol como
solvente extrator.

Concentracdo MXS  Quantidade Recuperada de MXS 9% Recuperada de

(Mg/mL) (H9) MXS
0,5 0,44 + 0,01 88,33
15 1,32 +0,04 88,29

3 2,74 +0,14 91,63

O processo de extragdo do MXS das camadas pele mostrou-se eficiente dentro do
intervalo de linearidade (0,5 a 3,0 pg/mL) do método analitico validado por CLAE-UV. A
recuperacdo do farmaco foi realizada com porcentagens de erro que estdo dentro do limite
aceito para a validacdo de métodos envolvendo processos extrativos (+ 15%) (CAUSON,
1997), semelhante ao método validado anteriormente para 0 mesmo farmaco (GELFUSO et
al.,, 2011). Desta forma, garante-se que a metodologia padronizada é adequada para

quantificacdo do MXS presente no EC, na EP e nos foliculos pilosos.
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5.7 Determinacéo do fluxo de permeacéo passiva do MXS a partir da NQ-MXS e
do gel-NQ-MXS

O termo difusdo passiva é usado para descrever a passagem de moléculas (farmaco)
através de uma membrana que nao participa ativamente no processo. Os farmacos absorvidos
de acordo com esse fenbmeno sdo ditos serem absorvidos passivamente. O processo de
absorcdo é comandado pelo gradiente de concentracdo através da membrana, com passagem
das moléculas do farmaco ocorrendo primariamente a partir do lado de maior concentracdo. A
maioria dos fa&rmacos atravessam as membranas biologicas por difusdo (ANSEL, 2007).

A difusdo passiva € descrita pela primeira lei de Fick, que descreve que a velocidade
de difusdo ou transporte através da membrana (dy/dx) é proporcional a diferenca na
concentracdo do farmaco em ambos os lados da membrana.

— ) (Equacéo 5),
onde: C; e C, sdo as concentracBes de farmaco de cada um dos lados da membrana e P € a
constante ou coeficiente de permeabilidade.

Em uma terapia topica dermatoldgica, em que o efeito do farmaco aplicado deve
ocorrer diretamente no local de aplicagdo, ap0s aplicagdo da formulacdo, grandes quantidades
do farmaco devem penetrar a pele, atravessando o EC. Essa camada da pele age como uma
barreira lipidica importante para a maioria dos farmacos, permitindo a absorcdo de
substancias lipossoluveis por difusdo passiva, enquanto substancias insoltveis nos lipideos se
difundem com muita dificuldade através dela (ANSEL, 2007).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos, como por exemplo,
microparticulas, lipossomas e nanoparticulas, estdo sendo cada vez mais estudados como
veiculos para aplicacéo topica (GELFUSO et al., 2013). Alguns estudos vem mostrando o uso
de microparticulas e nanoparticulas como sistemas de liberagcdo capazes de se acumular nos
foliculos pilosos, pois esta parece ser a principal via de penetracdo dessas particulas. Micro e
nanoparticulas, portanto, atuariam como um reservatorio de farmaco, que aos poucos é
liberado no seu sitio de acdo (MEIDAN et al., 2005; GELFUSO et al., 2011; GELFUSO et al.,
2013 SMIJS e BOUWSTRA, 2010). Tendo isso em vista, foram preparadas nanoparticulas de
quitosana contendo o MXS, com o objetivo de direcionar e sustentar a liberacdo deste
farmaco na base dos foliculos pilosos, na tentativa de melhorar a terapia da alopecia
androgénica.

Os estudos de permeacdo cutanea foram realizados in vitro por diferentes periodos
com quatro diferentes formulages. Apds esses tempos experimentais, 0 MXS que penetrou 0s

foliculos pilosos foi recuperado e os valores estdo apresentados na Figura 30.
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Figura 30. Quantidade de MXS recuperada dos foliculos pilosos apds 3h, 6h, 9h e 12 h de
aplicacdo passiva das formulacdes NQ-MXS e gel-NQ-MXS, pH 5,5, e seus respectivos
controles. As barras representam a media = desvio padrdo da meédia de pelo menos 4
determinac@es. ** Quantidades significativamente iguais (p<0,05).

As nanoparticulas direcionaram o MXS para os foliculos pilosos rapidamente, ja a
partir das primeiras 3 h de experimento, aumentaram a reten¢do do farmaco no local cerca de
1,4 vezes na terceira hora de estudo e cerca de 2 vezes na sexta hora de estudo quando
comparado a uma solucdo controle. Se levarmos em consideracdo que a formulagdo NQ-MXS
sustentou a liberacdo do farmaco, apresentando um fluxo de liberacdo 5 vezes menor que o
controle, esses resultados de permeacdo mostram a habilidade das nanoparticulas em
direcionar a liberagdo do farmaco para os foliculos pilosos. Gelfuso (2009) avaliou a retengao
folicular de MXS ap6s administragio de uma formulacdo contendo o farmaco
microencapsulado e demonstrou que o sistema obtido foi capaz de promover um aumento
significativo de seis vezes na retencéo folicular do farmaco de maneira significativa (p<0,05)
apos 6 h de experimento. A formulacdo nanoestruturada, portanto, teve um desempenho trés
vezes menor que a desenvolvida por Gelfuso (2009) em termos de quantidade de farmaco
recuperado do foliculo. Deve-se considerar, no entanto, que a formulacdo desenvolvida por
aquele pesquisador continha uma concentracdo 10 vezes maior do farmaco e uma quantidade
relativamente alta de etanol na formulagdo. A nanoestruturacdo da formulacdo, portanto,
permite um rapido aumento e direcionado aumento da liberacdo de MXS no foliculo de
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maneira significativa, com reducdo na quantidade de farmaco na formulagdo, o que significa
menores custos em seu processo produtivo, e eliminacdo do uso de etanol para suspender as
particulas, garantindo a seguranca da formulacdo ao longo do tempo de uso pelo paciente.

A partir da nona hora de experimento, o acimulo de MXS nos foliculos passou a néo
ser diferente daquele promovido pela solucdo controle (p<0,05), porém, na décima segunda
hora de experimento ja se é possivel notar que a solucdo aquosa controle passou a ndo ser
capaz de manter a mesma concentracdo de farmaco no local, enquanto as nanoparticulas
mantiveram a concentracdo do farmaco constante no local.

Os valores de quantidade de MXS retido nos foliculos pilosos na formulagdo gel-NQ-
MXS quando comparados ao seu controle ndo mostraram diferenca significativa e mostraram
ser inferiores aos de MXS liberados a partir das NQ-MXS, indicando que o gel das
nanoparticulas (gel-NQ-MXS), apesar de liberarem o farmaco de maneira semelhante a NQ-
MXS, ndo deve permitir que essas estruturas interajam rapidamente com os foliculos pilosos.

Esses resultados devem significar que, para interagir com os foliculos pilosos, as
nanoparticulas precisam nao s6 liberar o farmaco como sofrer sedimentacdo na propria
formulacdo para que possam atingir rapidamente os foliculos pilosos e liberar o farmaco no
local.

A velocidade de sedimentagdo das particulas de uma suspenséo é representada pela lei
de Strokes:

onde: dx/dt € a velocidade de sedimentacdo, d é o diametro das particulas,  a densidade das
particulas, € a densidade do meio, g € a constante gravitacional e n é a viscosidade do
meio.

E evidente, a partir da equacdo, que a velocidade de sedimentacio é maior para
particulas grandes do que menores, quando todos 0s outros fatores permanecerem constantes.
Quando ha a reducdo dos tamanhos das particulas a velocidade de sedimentacdo diminui
(ANSEL, 2007). Portanto, a viscosidade do gel prejudicou a rdpida sedimentacdo das
nanoparticulas impedindo a interacdo delas com a pele.

O pH da formulacdo € um dos fatores que influenciam a permeacao passiva do MXS.
Isso ocorre porque a variagdo do pH da formulagdo doadora pode afetar o grau de ionizagdo
da prépria molécula do farmaco. Gelfuso et al. (2011) demonstraram que em pH maiores de

4,5, que correspondem ao pKa da molécula de MXS, o farmaco encontra-se menos ionizado.
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Essa reducdo da forma ionizada do farmaco parece aumentar a permeacdo passiva a medida
gue aumenta a afinidade do farmaco pelo EC apolar, facilitando sua difusdo em direcdo ao
interior da pele. Por esta razdo, todas as formulacdes desenvolvidas neste trabalho tiveram
seus pHs corrigidos para 5,5. Esse pH, inclusive, € compativel com o pH da pele, ndo
causando a ela irritacdo ou outro tipo de agressdo com o passar do tempo (OHMANN e
VAHLQUIST, 1998).

Os dados trazidos na Figura 31 permite analisar-se o efeito das nanoparticulas de
quitosana sobre a retencdo do MXS no EC. O sistema nanoencapsulado ndo foi capaz de
restringir a entrada do farmaco nesta camada da pele, em todas as formulagfes contendo o
farmaco encapasulado ou ndo, promovendo reten¢Ges no EC em quantidades ndo diferentes
significativamente (p<0,05) em relacdo aos seus respectivos controles. Essas quantidades de
MXS retidas no EC, no entanto, foram inferiores as obtidas por Gelfuso (2009) a partir da

formulacdo contendo microparticulas de quitosana.
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Figura 31. Quantidade de MXS retida EC em 3h, 6h, 9h e 12 h de permeacdo passiva, a partir
das formulagbes NQ-MXS e gel-NQ-MXS, pH 5,5 e seus controles. As barras representam a
média + desvio padrdo da média de pelo menos 4 determinacgdes.

Por fim, a Figura 32 mostra o perfil de retencdo do MXS na EP a partir de todas as

formulacdes estudadas por um periodo de ate 12 h.
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Figura 32. Quantidade de MXS retida EP em 3h, 6h, 9h e 12 h de permeacéo passiva, a partir
das formulagbes NQ-MXS e gel-NQ-MXS, pH 5,5 e seus controles. As barras representam a
média + desvio padrdo da média de pelo menos 4 determinacgdes.

Pela analise da Figura acima, nota-se que todas as formulacdes mantiveram 0 MXS
nas camadas mais superficiais da pele, isto é, no EC, e somente a partir da décima segunda
hora de estudo, houve um aumento significativo (p<0,05) da retencdo do MXS na EP, sendo
apos esse periodo a quantidade de MXS permeado a partir das NQ-MXS foi 2,31 vezes menor
que o seu controle (p<0,05). Aliado ao fato de que mesmo apds 12 h de experimento 0 MXS
nédo foi quantificado na solucdo receptora, esses resultados indicam que todas as formulagdes,
principalmente as nanoparticulas, mantiveram o MXS em seu local de agdo, impedindo que
ele fosse absorvido em grandes quantidades para as camadas mais profundas da pele. Alta
taxa de permeacéo do farmaco pode significar alta toxicidade sistémica que, no caso do MXS,
poderia causar uma reducdo de pressdo arterial por parte do paciente.

As nanoparticulas desenvolvidas, especialmente quando formuladas na forma de
suspensdo aquosa liquida, apresentam como potencial para o tratamento topico da alopecia,
pois foram capazes de sustentar a liberacdo do MXS, aumentando rapidamente seu acumulo

nos foliculos pilosos, se comparadas aos controles.
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6. CONCLUSOES

As nanoparticulas de quitosana contendo MXS, NQ-MXS, desenvolvidas neste
trabalho apresentaram-se como um sistema de liberacdo muito promissor para a terapia topica
da alopecia utilizando o MXS, pois foi capaz de aumentar rapidamente a quantidade de
farmaco no seu local de acdo e manter praticamente constante a concentracdo de MXS no
local, além de restringir a entrada do farmaco para camadas mais profundas da pele. Ademais,
esta formulagdo que ndo contém solvente organico em sua composi¢do deve favorecer o uso

prolongado do farmaco sem problemas de sensibilizacdo da pele.

6.1 Resumo dos Resultados
- O método analitico proposto para quantificacdo do MXS por CLAE, bem como o processo
de extracdo do farmaco das camadas da pele suina, foram validados adequadamente,
garantindo a confiabilidade dos experimentos quantitativos;
- A determinacéo do coeficiente de solubilidade aquosa do MXS permitiu assegurar que todos
0s experimentos de liberagdo e permeacado in vitro desse farmaco foram realizados dentro das
condig0es de sink;
- As NQ-MXS e NQ desenvolvidas apresentaram forma esférica, diametro em torno de 300
nm, com polidispersividade adequada e potencial zeta ideal para garantir estabilidade fisica a
nanodispersao;
- As nanoparticulas de quitosana sustentaram aproximadamente 2 vezes a liberagdo do MXS
através da pele, enquanto as formulagdes preparadas em forma de gel ndo o fizeram de forma
significativa,;
- A formulacdo NQ-MXS garantiu a entrada rapida de altas concentracdes do farmaco nos
foliculos pilosos, seu alvo de acdo, com maximo de retencdo em 6 h de estudo, se comparado
ao controle. Além disso, essa concentracdo de MXS no foliculo foi mantida alta até pelo
menos 12 h.
- O MXS nédo permeou a pele a partir das formulagdes propostas, o que deve evitar a

ocorréncia de efeitos adversos sistémicos por parte do farmaco.



50

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RE N° 899, 2003.

ANSEL, H. C.; POPOVICH, N. G.; JR, L. V. Formas farmacéuticas e sistemas de liberacédo de
farmacos. 8% edicdo. Editora Artemed: Sdo Paulo, 2007.

ARONSON, J. K. Minoxidil. In: Aronson, J.K. (Ed.), Meyler’s Side Effects of Drugs: The
International Encyclopedia of Adverse Drug Reactions and Interactions. Elsevier, Amsterdam,
pp. 2354-2356, 2006.

ATRUX-TALLAU, N., FALSON, F, PIROT, F. Nanotherapeutics for skin diseases. In:
Lamprecht, A. (Ed.), Nanotherapeutics: Drug Delivery Concepts in Nanoscience. Pan
Stanford, pp. 125-161, 2009.

AULTON, M. E. Delineamento de formas farmacéuticas. 2° edicdo. Editora Artmed: S&o
Paulo, 2005.

BALAKRISHNAN, P. ; SHANMUGAN, S. ; LEE, W.; LEE, W. O. ; KIM, J. O. ; OH, D. H.
; KIM, D. D. ; KIM, J. S. ; YOO, B. K. ; CHOI, H. G. ; WOOQ, J. S. ; YONG, C. S.
Formulation and in vitro assessment of minoxidil niosomes for enhanced skin delivery.

International Journal of Pharmaceutics n. 377, pp. 1-8, 20009.

BARROS, C. B. Validacdo de Métodos Analiticos. Bioldgico, Sao Paulo, v.64, n.2, pp. 175-
177, 2002.

BIENOVA, M.; KUCEROVA, R.; FIURASKOVA, M.; HAJDUCH, M.; KOLAR, Z.
Androgenic alopecia and current methods of treatment. Acta Dermatovenerologica Alpina, v.
14, n. 1, pp. 5-8, 2005.

BLUME-PEYTAVI, U. ; MASSOUDY, L. ; PATZELT, A. ; LADEMANN, J.; DIETZ, E. ;
RASULEV, U. ; BARTELS, N. G. Follicular and percutaneous penetration pathways of
topically applied minoxidil foam. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
n. 76, pp. 450453, 2010.

BRANNON-PEPPAS, L.; SOEHL, K.; MONACO, M.D.; GARLICH, J.; PATTERSON, M.;
SMITH, T.C. Nanoparticles for delivery of pifithrins to combat cell death due to
chemotherapy and radiation Journal of Drug Delivery Science and Techonology., v.14, n.4,
pp.257-264, 2004.



51

BUHL A. E.; WALDON D.; BAKER, C. A.; JOHNSON, G. A. Minoxidil sulfate is the active
metabolite that stimulates hair follicles. Journal of Investigative Dermatology, v. 95, n. 5, pp.
533-537, 1990.

BULASMED. Disponivel em: < www.bulas.med.com.br > Acessado em: Setembro, 2014.

CALVO, P; REMUNAN-LOPEZ, C.; VILA-JATO, J. L. e ALONSO, M. J. Novel
hydrophilic Chitosan-Polyethylene Oxide Nanoparticles. Journal of Applied Polymer Science,
63, 125-132, 1997.

CAUSON, R. Validation of chromatographic methods in biomedical analysis: viewpoint and
discussion. Journal of Cromatography B, v. 689, pp. 175-180, 1997.

DE JALON, E. G.; BLANCO-PRIETO, M. J.; YGARTUA, P; SANTOYO, S. PLGA
microparticles: possible vehicles for topical drug delivery. International Journal of
Pharmaceutics, v. 226, n. 1-2, pp. 181-184, 2001.

DURAN, N.; MATTOSO, L. H. C.; DE MORAES, P. C. Nanotecnologia: Introducao,

preparacéo e caracterizacdo de nanomateriais e exemplos de aplicagdo. Editora Artliber, 2006.

FAISANT, N.; SIEPMANN, J.; BENOIT, J.P. PLGA-based microparticles: elucidation of
mechanisms and a new, simple mathematical model quantifying drug release. European

Journal of Pharmaceutical Sciences., v.15, n.4, pp.355-66, 2002.

FAN, W.,; YAN, W.; XU, Z.; NI, H. Formation mechanism of monodisperse, low molecular
weight chitosan nanoparticles by ionic gelation technique. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, v.90, pp.21-27, 2012.

FELDMANN, R. J.. MAIBACH, H.l. Regional variation in percutaneus penetration of 14C
cortisol in man. Jounal of Investigative Dermatology, v.48, pp.181-183, 1967.

FERNANDES, M. F. M.; FILGUEIRAS, C. A. L. Um panorama da nanotecnologia no Brasil
(e seus macrodesafios). Quimica Nova, v. 31, n.8, pp.2205-2213, 2008.

FERNANDES, D. M. F.; Cosmética Capilar: Estratégias de veiculacdo de ingredientes ativos.

Universidade Fernando Pessoa, 2013.

GAVINI, E.; CHETONI, P; COSSU, M.; ALVAREZ, M.G.; SAETTONE, M.F,
GIUNCHEDI, P. PLGA microspheres for the ocular delivery of a peptide drug, vancomycin
using emulsification/spray-drying as the preparation method: in vitro/in vivo studies.

European Journal Pharmaceutics Biopharmaceutics. v.57, pp.207-12, 2004.


http://www.bulas.med.com.br/

52

GELFUSO, G. M.; GRATIERI, T.; SIMAO, P. S.; FREITAS, L. A. P; LOPEZ, R. F. V.
Chitosan microparticles for sustaining the topical delivery of minoxidil sulphate. Journal of

Microencapsulation, v. 28, pp. 650-8, 2011.

GELFUSO, G. M.; GRATIERI, T.; DELGADO-CHARRO, M. B.; GUY, R. H.; LOPEZ, R. F.
V. lontophoresis-Targeted, follicular delivery of minoxidil sulfate for the treatment of
alopecia. Journal of Pharmaceutical Sciences, v.102, n.5, pp. 1488-1494, 2013.

GORECKI, D. K. Analytical Profiles of Drugs Substances, v.17, pp. 185, 1988.

GRATIERI, T.; GELFUSO, G. M. LOPEZ, R. F. V. Principios basicos e aplicacdo da
iontoforese na penetracdo cutanea de farmacos. Quimica Nova, v. 31, n. 6, pp. 1490-1498,
2008.

GRICE, J. E. ; CIOTTI, S. ; WEINER, N. ; LOCKWOOD, P. ; CROSS, S. E. ; ROBERTS, M.
S. Relative Uptake of Minoxidil into Appendages and Stratum Corneum and Permeation

through Human Skin In Vitro. Journal of Pharmaceutical Science, vol. 99, n. 2, 2010.
HARRIS, M. I. N. C. Pele: Estrutura, propriedades e envelhecimento. Editora Senac, 2009.

ING, L. Y., ZIN, N. M.; SARWAR, A.; KATAS, H. Antifungal Activity of chitosan
nanoparticles and correlation with their physical properties. International Journal of

Biomaterials, pp. 1-9, 2012.

NBR ISO/IEC 17.025. Requisitos gerais para a competéncia de laboratorios de ensaio e
calibracédo, 1999.

JUNIOR, A. C. L. e PADOVEZ, F. Incidéncia de alopécia androgenética em mulheres
portadoras de Sindrome dos Ovarios Policisticos. Medicina Cutanea Ibero-Latino-Americana,
v.34, n.6, pp. 275-278, 2006.

KIM, B. Y. S.; JAMES, T. R.; CHAN, W. C. W. Nanomedicine. The New England Journal of
Medicine, vol. 363, n. 25, pp. 2434-2443, 2010.

KUDLACEK, P. E.; CLEMENS, D. L.; ANDERSON, R. J. Characterization of recombinant
human liver thermolabile phenol sulfotransferase with minoxidil as the substrate. Biochemical
and Biophysical Research Communications, v. 210, n. 2, pp. 363-369, 1995.

LADEMANN, J.; RICHTER, H.; TEICHMANN, A.; OTBERG, N.; BLUME-PEYTAVI,
U.;LUENGO, J.; Nanoparticles — An efficient carrier for drug delivery into the hair follicles.
European Journal, v.66, pp. 159-164, 2007.



53

LAUER, A. C. ; LIEB, L. M. ; RAMACHANDRAN, C. ; FLYNN, G. L. ; WEINER, N. D.
Transfolicular Drug Delivery. Pharmaceutical research, v. 12, n. 2, pp. 179-186, 1995.

MEDEIROS, K. A. Desenvolvimento e testes in vitro de nanoparticulas de quitosana e para
liberacdo controlada de peptideos antitumorais.Dissertacdo de mestrado submetida ao

programa de pds-graduacao em biologia animal da Universidade de Brasilia, 2011.

MEIDAN, V. M.; BONNER, M. C.; MICHINIAK, B. B. Transfollicular drug delivery-is it a
reality? International Journal of Pharmaceutics. v. 306, pp. 1-14, 2005.

MOSER, K.; KRIWET, K.; NAIK, A.; KALIA, Y. N.; GUY, R. H. Passive skin permeation
enhancement and its quantification in vitro. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 52, pp. 103-112, 2001.

MOHAMMADPOUR, D. N.; ESKANDARI, R.; AVADI, M. R.; ZOLFAGHARIAN, H.;
MOHAMMAD, S. A.; REZAYAT, M. Preparation and in vitro characterization of chitosan
nanoparticles containing Mesobuthus eupeus scorpion venom as an antigen delivery system.
The Journal of venomous animals and toxins including tropical desases, v. 18, pp. 44-52,
2012.

MURA, S. ; MANCONI, M. ; SINICO, C. ; VALENTI, D. ; FADDA, A. M. Penetration
enhancer-containing vesicles (PEVs) as carriers for cutaneous delivery of minoxidil.

International Journal of Pharmaceutics n. 380, pp.72—79, 20009.

NAFEE, N.; TAETZ, S.; SCHNEIDER, M.; SCHAEFER, U. F; LEHR, C.-M. Chitosan-
coated PLGA nanoparticles for DNA/RNA delivery: effect of the formulation parameters on
complexation and transfection of antisense oligonucleotides. Nanomedicine: Nanotechnolgy
Biology and Medicine, v. 3, pp.173-183, 2007.

NAGPAL, K.; SINGH, S. K. e MISHRA, D. N. Chitosan Nanoparticles: A Promising System
in Novel Drug Delivery. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, n. 11, vol. 58, pp. 1423-
1430, 2010.

OGISO, T.; IWARI, M.; PAKU, T. Effects of various enhancers on transdermal penetration of
indomethacin and urea, as relationship between penetration parameters and enhancement

factors. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 84, n. 4, pp.482-488, 2004.

OHMAN, H.; VAHLQUIST, A.; The pH gradient over the stratum corneum differs in X-
linked recessive and autosomal dominant ichthyosis: a clue to the molecular origin of the acid

skin mantle?. Journal of Investigative Dermatology, v. 7, pp. 111-647, 1998.



54

PADOIS, K.; CANTIENI, C. ; BERTHOLLE, V. ; BARDEL, C. ; PIROT, F. ; FALSON, F.
Solid lipid nanoparticles suspension versus commercial solutions for dermal delivery of

minoxidil. International Journal of Pharmaceutics, n. 416, p. 300— 304, 2011.

PAN, Y.; LI, Y.; ZHAO, H.; ZHENG, J.; XU, H.; WEI, G.; HAO, J.; CUI, F. Chitosan
nanoparticle improve the intestinal absorption of insulin in vivo. Internation, Journal of
Pharmacy, v.249, pp. 139-147, 2002.

PAPAKOSTAS, D.; RANCAN, F; STERRY, W.; BLUME, U. VOGT, A. Nanoparticles in
dermatology. Archives of Dermatological Research vol. 303, pp. 533-550, 2011.

PARIKH, R.H.; PARIKH, J.R.; DUBEY, R.R.; SONI, H.N.; KAPADIA, K.N. Poly(D,L-
lactide-co-glycolide) microspheres containing 5-fluorouracil: optimization of process

parameters. American Association of Pharmaceutical Scientists, v. 4, n. 2, p. 13, 2003.

PEER, D.; KARP, J. P; HONG, S.; FAROKHZAD, O. C.; MARGALIT, R.; LANGER, R.
Nanocarries as an emerging plataform for cancer therapy. Nature Nanotechnology, v.2, n.751,
pp.60, 2007.

PEREZ, M. A. F Validacdo de Métodos Analiticos: Como Fazer? Porque ela é importante?
ITAL (Instituto de Tecnologia de alimentos), v. 22, n.3, 2010.

POZEBON, D.; DRESSLER, V. L.; CURTIUS, A. J. Anélise de cabelo: Uma revisdo dos
procedimentos para a determinacdo de elementos traco e aplicagdo. Quimica Nova, v. 6, n. 22,
pp. 839-846, 1998.

QUN, G.; AJUN, W. Effects of molecular weight, degree of acetylation and ionic strength on

surface tension of chitosan in dilute solution. Carbohydrate Polymers, v. 64, pp. 29-36, 2006.

PROW, T. A.; GRICE, J. E. LIN, L. L. ; FAYE, R.; BUTLER, M.; BECKER, W.; WURM, E.
M. T.; YOONG, C.; ROBERTSON, T. A.; SOYER, H. P,; ROBERTS, M. S. Nanoparticles
and microparticles for skin drug delivery. Advanced Drug Delivery Reviews v. 63, pp. 470—
491, 2011.

RIBANI, M.; BOTTOLLI, C. B. G.; COLLINS. C. H.; JARDIM, I. C. S. F; MELOL, F.C.M.
Validacdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quim. Nova, v. 27, n. 5, pp.771-780,
2004.

RIVERA, P. A.; MARTINEZ-OHARRIZ, M.C.; RUBIO, M.; IRACHE, J.M.; ESPUELAS, S.
Fluconazole encapsulation in PLGA microspheres by spray-drying. Journal of
Microencapsulation, v. 21, n. 2, p.203-11, 2004.



55

ROGERS, N. E e AVRAM, M. R. Medical Treatments for male and female pattern hair loss.
Journal American Dertmatology, v. 59, n. 4, pp. 547-566, 2008.

SCHAFER, K. M.; MEHNERT, W; KORTING, H. C. Lipid nanoparticles for improved
topical application of drugs for skin diseases. Advanced Drug Delivery Review, v. 59, pp.
427- 443, 2007.

SCHMIDT. N.; GANS, E.H. Clindamycin 1.2% tretinoin 0.025% gel versus clindamycin gel
treatment in acne patients: a focus on fitzpatrick skin types. Journal of Clinical Aesthetic

Dermatolology, v. 4, n. 6, pp.31-40.

SINCLAIR, R. Male Pattern androgenetic alopecia. British Medical Journal, n. 9, pp 317-865,
2004.

SHAH, P. P; MASHRU, R. C.; THAKKAR, A. R.; BADHAN, A. C. Effect of chitosan
crosslinking on bitterness of artemether using response surface methodology. Journal

Pharmacy and Pharmacology, v. 60, n .4, pp.421-427, 2008.

SHAPIRO, J. Safety of topical minoxidil solution: a one-year, prospective, observational
study. Journal of Cutaneous Medicine and Surgery, v. 7, n. 4, pp. 322-329, 2003.

SHEU, M. T.; WU. A. B.; LIN, K. P; SHEN, C. H.; HO, H. O. Effect of tocopheryl
polyethylene glycol succinate on the percutaneus penetration of monoxidil from
water/ethanol/polyethylene glycol 400 solutions. Drug Developmente and Industrial
Pharmacy, v.32, n.5, pp. 595-607, 2006.

SHIM, J.; SEOK, K. H.; PARK, W. S. ; HAN, S. H. ; KIM, J. ; CHANG, IS Kim J.
Transdermal delivery of mixnoxidil with block copolymer nanoparticles. Journal of Control
and Release, v. 97, pp. 477- 484, 2004.

SHORTER, K. ; FARJO, N. P. ; PICKSLEY, S. M. ; RANDALL, V. A. Human hair follicles
contain two forms of ATPsensitive potassium channels, only one of which is sensitive to
minoxidil. The Journal of the Federation of American Societies for Experimental Biology, V.
22, pp. 1725-1726, 2008.

SHU, X. Z.; ZHU, K. J. The influence of multivalent phosphate structure on the porporties of
ionically cross-linked chitosan films for controlled drug release. European Journal of

Pharmaceuticals and Biopharmaceuticals, v. 54, pp. 235-243, 2002.

TEICHMANN, A.; JACOBI, U.; OSSADNIK, M.; RICHTER, H.; KOCH, S.; STERRY, W,;
LADEMANN, J. Differential stripping: determination of the amount of topically applied



56

substances penetrated into the hair follicles. Journal of Investigative Dermatology. v. 125, pp.
264-269, 2005.

THE MERCK INDEX. 12nd ed., Merck & Company, Rathway, 1987.

VOGT, A.; MANDT, N.; LADEMANN, J.; SCHAEFER, H.; BLUME-PEYTAVI, U.
Follicular targeting — A promising tool in selective dermatoterapia. Journal of Investigative
Dermatology, v. 10, pp. 252-255,2005.

WOOSICKA, H. e CAL, K. Targeting to the hair follicles: Current status and potential.
Journal of Dermatological Science, n. 57, p. 83-89, 2010.

XIA, Y.; XIONG, Y. J.; LIAM, B.; SKRABALAK, S. E. Shape-controled synthesis of metal
nanocrystals: simple chemistry meets complex fisics? Angwandte Chemie International
Edition, v.48, n.60, pp.103, 2009.



