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RESUMO

USHIROBIRA, CAMILA YUMI Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas
contendo dutasterida para o tratamento da alopecia androgénica. Brasilia, 2019.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

Nesse trabalho foram desenvolvidas e caracterizadas nanoparticulas poliméricas
com e sem revestimento de quitosana incorporando o farmaco dutasterida
(DUTA) para o direcionamento ao foliculo piloso como estratégia para o
tratamento da alopecia androgénica. O método analitico foi validado de acordo
com os parametros de linearidade, especificidade/seletividade, preciséo,
exatiddo. O método mostrou-se linear, seletivo, preciso e exato na faixa de
concentracdo de 0,5ug/mL a 15ug/mL. As nanoparticulas sem revestimento de
quitosana apresentaram formato esférico, diametro médio de 202,7+0,4 nm,
indice de polidispersao (PDI) igual a 0,102+0,03 e um potencial zeta (¢) de -
13,63+0,64 mV, enquanto que as nanoparticulas revestidas com quitosana
também apresentaram formato esférico sendo o didmetro médio de 232,36+2,02
nm, indice de polidispersédo (PDI) igual a 0,229+0,009 e um potencial zeta ({)
de +40,16+1,22 mV. A permeacdao in vitro foi avaliada em relacdo a quantidade
de DUTA retida no estrato corneo, foliculo piloso e na epiderme viavel. Através
do célculo do fator de direcionamento aos foliculos, a permeacao com aplicacdo
do estimulo mecanico potencializou o direcionamento das nanoparticulas com e
sem revestimento de quitosana em duas vezes quando comparadas a
permeacdo passiva. Ambas nanoparticulas demonstraram uma capacidade
similar em penetrar no foliculo piloso em todos os tempos de permeacao
realizados. Por fim, as nanoparticulas poliméricas contendo ou nao revestimento
de quitosana demonstraram ser bons nanocarreadores topicos da dutasterida,
apresentando elevada eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade, liberacdo
controlada, permeacéao e retencao do farmaco nas camadas da pele indicando o

potencial dessas no tratamento da alopecia androgénica.

Palavras-Chave: alopecia androgénica; nanoparticulas poliméricas; quitosana,

dutasterida; administragcéo tépica; inibidores da 5-alfa redutase.



ABSTRACT

USHIROBIRA, CAMILA YUMI Development of polymeric nanoparticles
containing dutasteride for treatment of androgenic alopecia. Brasilia, 2019.
Dissertation (Master) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2019.

In this work, we developed and characterized chitosan coated and uncoated
polymeric nanoparticles incorporating dutasteride (DUTA) to target the hair
follicles as a strategy for treatment of androgenic alopecia. The analytical method
was validated according to the parameters of linearity, specificity / selectivity,
precision, accuracy. The method was linear, selective, precise and accurate in
concentration range from 0.5ug/mL to 15ug/mL. Uncoated chitosan nanopatrticles
had spherical shape, average diameter of 202.7+0.4nm, polydispersion index
(PDI) equal to 0.102+0.03 and a zeta potential () of -13.63+0,64 mV, while
chitosan-coated nanoparticles also had a spherical shape with a mean diameter
of 232.36+£2.02nm, a PDI of 0.229+0.009 and a zeta potential () of +40.16+£1.22
mV. In vitro permeation was evaluated in relation to the amount of DUTA
retained in stratum corneum, hair follicle and viable epidermis. By calculating the
targeting factor to hair follicles, permeation with application of mechanical
stimulation enhanced targeting of chitosan coated and uncoated nanoparticles by
two-fold compared to passive permeation. Both nanoparticles demonstrated a
similar ability to penetrate hair follicle at all permeation times performed. Finally,
polymeric nanoparticles with or without chitosan coating proved to be good
topical dutasteride nanocarriers, presenting high encapsulation efficiency,
stability, controlled release, permeation and retention in skin layers indicating

their potential in treatment of androgenic alopecia.

Keywords: androgenic alopecia; polymer nanoparticles; chitosan; dutasteride;
topical administration; inhibitors of 5-alpha reductase.
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1. INTRODUGCAO

Alopecia pode ser definida como a perda de cabelo/pelo em partes do
corpo ou em toda a sua extensdo. Os trés tipos mais comuns de alopecia
sdo: alopecia androgénica, alopecia areata e alopecia quimioterapica
(NALLURI; HARRIES, 2016). Dentre essas, a mais recorrente é a alopecia
androgénica, condicdo poligenética que pode acometer homens e mulheres
prevalecendo em homens caucasianos, chegando a ocorrer em 30%
nagueles com idade de 30 anos, 50% com 50 anos e 80% nos homens com
70 anos (LOLLI et al., 2017).

Os tratamentos para alopecia androgénica aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) sdo o minoxidil topico e finasterida por via oral
(ADIL; GODWIN, 2017). Recentemente, o farmaco dutasterida, aprovado
pela FDA e pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para tratamento de
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) (BULASMED, 2017), tem sido
destacado como alternativa promissora para o tratamento sistémico da
alopecia androgénica (RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010; NOOR et al., 2017).

A dutasterida atua através da inibicdo da enzima 5-alfa redutase
diminuindo os niveis de di-hidrotestosterona (DHT) em 90% (CLARK et al.,
2004; LOLLI et al., 2017). A enzima 5-alfa redutase é responsavel pela
conversdo da testosterona em DHT na regido peribulbar do foliculo piloso e
por sua vez, os niveis elevados de DHT faz com que ocorra uma diminui¢édo
do foliculo e consequentemente, uma reducdo no crescimento capilar
(CLARK et al., 2004; LOLLI et al., 2017). Apesar do tratamento por via oral
com inibidores da 5-alfa redutase serem efetivos no controle da alopecia
androgénica esses estdo relacionados a efeitos adversos sexuais, como:
disfuncéo erétil, distarbios da ejaculacdo e diminuicédo da libido (HIRSHBURG
et al., 2016).

Sendo assim, o tratamento tépico apresenta-se como uma alternativa
para contornar os efeitos indesejaveis resultantes da acdo sistémica dos
inibidores da b5-alfa redutase, sendo necessario que o farmaco seja
continuamente liberado na regido peribulbar do foliculo piloso para que se

consiga uma eficacia relevante.



Evidéncias recentes demonstram que as nanoparticulas poliméricas
guando aplicadas topicamente podem se acumular nos foliculos pilosos e
promover a liberacdo controlada de diversos farmacos (MATOS et al., 2015).
Além disso, estudos existentes mostram que através da aplicagdo da
massagem manual as particulas conseguem penetrar mais profundamente
nos foliculos pilosos (LADEMANN et al., 2007).

Dessa forma, este trabalho propée o desenvolvimento e a
caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas com e sem cobertura de
quitosana para veiculagdo do inibidor da 5-alfa redutase, dutasterida e

direcionamento aos foliculos pilosos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo

dutasterida para o direcionamento do farmaco aos foliculos pilosos.

2.2. Objetivos especificos

* Validar um método analitico para a quantificacdo do farmaco
dutasterida;

» Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas com e sem
cobertura de quitosana contendo dutasterida;

« Avaliar a estabilidade das nanoparticulas poliméricas seguindo
parametros de diametro hidrodinamico, polidispersividade, potencial zeta,
eficiéncia de encapsulacao;

* Avaliar o perfil de liberagdo in vitro do farmaco a partir das

nanoformulacdes desenvolvidas;



* Avaliar a permeacao passiva in vitro da dutasterida hanoencapsulada
na pele intacta da orelha de suinos a partir das nanoformulacdes
desenvolvidas;

o Avaliar o direcionamento das nanoparticulas aos foliculos

pilosos através do calculo do fator de direcionamento aos foliculos pilosos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Pele e anexos cutaneos

A pele possui uma area superficial entre 1,5 a 2,0 m?, (CHU, 2012)
sendo assim o maior 6rgdo do corpo humano. E constituida pela epiderme,
porcao epitelial que possui origem ectodérmica, e uma porcao conjuntiva que
por sua vez, tem origem mesodérmica. Abaixo da derme, encontra-se a
hipoderme que atua como uma juncéo dos tecidos subjacentes (Figura 1). A
pele desempenha inUmeras funcdes, dentre elas a prote¢do contra a invasao
de microrganismos desconhecidos, a termorregulacdo do corpo, protecao
contra o atrito e desidratacdo, producdo de melanina que auxilia na protecao
contra os raios ultravioleta, além disso, possui diversas terminacdes nervosas
sensitivas que permitem a sensibilidade através do tato (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008).
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Figura 1. Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme (adaptado de

https://www.todamateria.com.br/pele-humana/).

Na Figura 2 estdo apresentadas as camadas ou estratos da epiderme.
A primeira camada externa, camada cérnea é composta por corneécitos. Em
seguida dispbem-se a camada licida e a camada granulosa, que sao
formados pelos queratinécitos (ricos em lipideos e proteinas) que diferenciam
e migram da camada basal. A camada espinhosa vem logo apds e é onde a
gueratinizagcdo comeca, possui também as células de Langerhans, um tipo de
célula dendritica apresentadora de antigeno. Por ultimo, mas ndo menos
importante, a camada basal rica em melandcitos produtores de melanina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A derme é constituida por tecido conjuntivo dividido em duas camadas,
a mais superficial, camada papilar é delgada e possui diversas reentrancias
em direcdo da epiderme e é responsavel por liberar sinais para definicdo do
tamanho, forma e coloracdo do cabelo (ENSHELL-SEIJFFERS; LINDON;
MORGAN, 2008; CHI; WU; MORGAN, 2013). A camada reticular € composta

por tecido conjuntivo denso. Ambas sédo irrigadas por vasos sanguineos e



linfaticos, dessa maneira sdo responsaveis por nutrir e oxigenar a epiderme
(SCHEUPLEIN; BLANK, 1971; ZHANG et al., 2013).

——

» clénﬁéa cérnea

Figura 2. Camadas da epiderme: Camada cérnea, llcida, granulosa, espinhosa e basal. (adaptado de
Junqueira; Carneiro, 2008).

O foliculo piloso é formado pela invaginacdo da epiderme na derme e
€ composto pela papila dérmica, bulbo, matriz, raiz do pelo e pele. O pelo
apresenta-se como uma estrutura importante na protecdo, bem como na
disperséo de feroménios. Desempenha um papel extremamente impactante
no psicolégico das pessoas que sofrem da alopecia ou de hipertricose
(PAUS; COTSARELIS, 1999). Ainda é responsavel por produzir células-
tronco que sao importantes para o processo de regeneracdo dérmica e
reepitelizacdo. Entre outros anexos da pele estdo, a glandula sebacea
produtora de sebo que mantém a pele e o cabelo hidratados e a glandula
sudoripara que ajuda regular a temperatura corporal (ZHANG et al., 2013).

O fio de cabelo é constituido pela cuticula (porcdo mais externa

estruturada por diversas camadas de queratina sobrepostas), pela medula



(camada mais interna, possui estrutura semelhante ao favo de mel) e pelo
cortex (porcdo intermediaria responsavel pela coloragdo do pelo)
(DEBELICA; THIES, 2009; AHMED; ALI; GHALLAB, 2018).

3.1.1. Ciclo capilar

O ciclo capilar é induzido pela proliferacéo e diferenciacdo das células
tronco epiteliais e pelas células germinais secundérias do foliculo piloso
(estrutura transitoria localizada no bulbo e predominante na fase telégena) e
integra trés fases: anagena (crescimento), catdgena (regresséo) e teldgena
(repouso), Figura 3 (COTSARELIS; SUN; LAVKER, 1990; PANTELEYEYV,
2018). Na anagena, os melandcitos diferenciados do bulbo séo responsaveis
por produzir melanina e transferi-la para as células epiteliais que se
diferenciam em cabelo (NISHIMURA et al., 2002). Ja na fase telégena, os
melandcitos diferenciados entram em apoptose e a parte inferior do foliculo é
degenerada (SHAROV et al., 2005). Para dar inicio a um novo ciclo capilar,
as células tronco epiteliais reconstroem a parte destruida do foliculo, assim
as células tronco dos melandcitos reabitam o bulbo com células diferenciadas
produtoras de pigmento. (RABBANI et al., 2011).

Fase Anagena Fase Catagena Fase Telogena Fase Anagena
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Figura 3. Ciclo de crescimento capilar (adaptado de

https://www.superdicasartvitta.com.br/2017/03/ciclo-de-vida-do-cabelo/).



3.1.2. Alopecia androgénica

A alopecia androgénica (AGA) é considerada uma doencga poligenética
hereditaria cuja patofisiologia envolve o afinamento dos cabelos de homens e
mulheres geneticamente pré-dispostos, devido a miniaturizacdo do foliculo
piloso e alteracdo do ciclo capilar (COURTOIS et al., 1994). AGA pode
comecar a se manifestar em homens na faixa dos 20 anos e aumenta a
severidade proporcionalmente & idade. Quando comparados as etnias
africanas e asiaticas, os homens brancos sdo o0s mais propensos a
desenvolver a AGA e com maior extensdo da area de queda de cabelo,
sendo que aproximadamente 30% dos homens brancos sao afetados na
idade de 30 anos e 80% na idade de 70 anos (HAMILTON, 1951; ELLIS;
SINCLAIR; HARRAP, 2002).

A AGA é caracterizada por uma fase catagena prolongada, ou seja,
um prolongamento do periodo de regressao folicular e por uma fase de
crescimento folicular reduzida, o que resulta em transicao mais rapida da fase
anagena para a telégena minimizando o foliculo piloso e reduzindo a
guantidade de fios de cabelo no couro cabeludo (COURTOIS et al., 1994).

O couro cabeludo possui as isozimas b5-alfa redutase 1 e 2
responsaveis por transformar a testosterona em DHT (SAWAYA,; PRICE,
1997; PRICE, 1999). Essa forma mais ativa da testosterona se liga aos
receptores androgénicos nucleares que possuem um dominio dedicado ao
ligante e outro dominio ligante ao DNA celular, podendo assim iniciar a
transcricdo de genes. Dessa forma, as pessoas que sofrem da alopecia
apresentam niveis elevados de DHT, de 5-alfa redutase e de receptores
androgénicos no couro cabeludo (SAWAYA,; PRICE, 1997; PRICE, 1999). Os
receptores androgénicos estdo 30% a mais em foliculos pilosos na area
frontal da cabeca quando comparado com a area occipital em homens e
mulheres. Devido ao fato de as mulheres apresentarem 40% de receptores a
menos que os homens, encontra-se o motivo pelo qual a AGA se faz menos
presente no sexo feminino (SAWAYA; PRICE, 1997).



3.2. Epidemiologia

A AGA representa 1,5% das principais causas de consultas
dermatologicas registradas no Brasil entre os setores publico e privado,
segundo uma pesquisa feita pela Sociedade Brasileira de Dermatologia. Essa
patologia encontra-se na 172 posicdo entre as doencas dermatoldgicas que
mais ocorrem no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA,
2006)

Em homens japoneses a AGA aparece 10 anos mais tarde do que nos
caucasianos e a probabilidade de desenvolver a condicdo é 1,4 vezes mais
baixa em cada década comparados aos europeus (TAKASHIMA M, 1JU K,
1981). Em homens coreanos a prevaléncia é de 46,9% (grau lll ou acima)
acima dos 70 anos de idade, mas ainda sim menor que nos europeus (PAIK
et al., 2001).

Em mulheres, a prevaléncia é bem menor quando comparada aos
homens e manifesta-se em grau | ou Il. Em caucasianas, na nona década de
vida, a incidéncia chega a 32% (NORWOOD, OTAR, T., 2001), em
australianas a prevaléncia é de 54% na oitava década de vida (GAN;
SINCLAIR, 2005) e em mulheres coreanas a taxa € de 24,7% acima dos 70
anos de idade e ndo apresentam grau lll na escala Hamilton-Norwood (PAIK
et al., 2001). As mulheres chinesas por sua vez, demonstram um perfil similar

de ocorréncia as coreanas (WANG et al., 2010).
3.3. Impacto social da AGA

A AGA produz um impacto psicossocial negativo nos individuos
afetados influenciando na qualidade de vida dessas pessoas (CASH, 1990).
O cabelo, muitas vezes, é essencial na identidade das mulheres devido ao
fato de representar simbolicamente, feminidade, sexualidade, atratividade e
personalidade (HUNT; MCHALE, 2005). Particularmente em mulheres,
diminui a autoestima e a autoconfianca podendo desenvolver em ansiedade e
depressao (WILLIAMSON; GONZALEZ; FINLAY, 2001). Estudos mostram

que 52% das mulheres com AGA estdo realmente muito tristes com a



condicao, enquanto de 28% dos homens estdo preocupados (CASH; PRICE;
SAVIN, 1993; CASH, 2001).

3.4. Tratamentos existentes e efeitos adversos

3.4.1. Inibidores da 5-alfa redutase

A finasterida 1 mg oral e a dutasterida 0,5 mg oral sdo farmacos que
atuam através da inibicdo da 5-alfa redutase e sdo usados no tratamento da
AGA. Os Inibidores da b5-alfa redutase sdo azasteroides com baixa
solubilidade em agua e que se ligam a enzima b5-alfa redutase
irreversivelmente.

A finasterida (Figura 4) é aprovada pela FDA para o tratamento da
AGA na dose oral de 1mg por dia. Ela se liga seletivamente a isozima tipo 2,
e assim inibe a conversédo da testosterona em DHT, horménio responsavel
pela formacdo da genitalia masculina, pelo desenvolvimento fetal e que
encontra-se relacionado com o surgimento da hiperplasia prostatica benigna
e com a AGA (CLARK et al.,, 2004). A DHT possui de 2 a 5 vezes mais
afinidade pelos receptores androgénicos que a testosterona e também é 10
vezes mais potente em induzir a cascata de sinalizacdo dos receptores
androgénicos (SAARTOK; DAHLBERG; GUSTAFSSON, 1984).

Figura 4. Formula estrutural da finasterida (Peso molecular 372,553 g/mol).

Os homens que foram tratados com a dose oral de 5mg de finasterida
diaria apresentaram apds 42 dias, niveis de DHT do sérum e do couro
cabeludo reduzidos mais de 60% em comparagdo com o0 grupo placebo
(DRAKE et al., 1999). Depois de 2 anos ininterruptos de tratamento com a

finasterida, ndo houve um aumento significativo na quantidade capilar, mas
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estabilizou-se a queda de cabelo, mantendo a densidade capilar (WHITING,
2001).

Apesar de apresentar resultados promissores, a finasterida possui
efeitos adversos sexuais. Em um estudo prospectivo, 0s pacientes receberam
5mg/dia de finasterida via oral em um periodo de 6 meses. Com 3 meses de
tratamento, 22% dos pacientes manifestaram disfuncéo erétil e no sexto més,
33% dos pacientes também reportaram o mesmo efeito adverso (UYGUR et
al., 1998). Em um estudo duplo-cego com duracdo de 2 anos, 15,8% dos
pacientes reportaram disfuncéo ejaculatéria, enquanto que no grupo placebo
foi de 6,3% (NICKEL et al., 1996).

Outro estudo duplo-cego randomizado de 4 anos demonstrou no
primeiro ano que os pacientes sob uso oral de finasterida 5mg apresentaram,
no geral, algum efeito sexual adverso, quando comparados ao grupo placebo.
ApOs o primeiro ano, ndo constataram aumento na incidéncia dos efeitos
adversos entre os grupos (WESSELLS et al., 2003). Isso pode ser atribuido a
tolerancia que ocorre quando o medicamento € utilizado repetidamente e
assim, o corpo se adapta a presenca constante do farmaco levando a uma
amenizacdao dos efeitos adversos relacionados a este (LYNCH, 2017).

Segundo uma analise retrospectiva de farmacovigilancia em que foram
utilizadas informagdes do banco de dados americano da FDA, a finasterida
em dose baixa (1mg) causou efeitos adversos sexuais (11,8%), bem como
instigou pensamentos suicidas em 7,9% nos pacientes (ALl; HERAN;
ETMINAN, 2015). Além desses efeitos adversos muito reportados pelos
pacientes, ha relatos de um risco aumentado de causar ginecomastia
(RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010) e teratogenicidade (VAROTHAI;
BERGFELD, 2014).

A dutasterida, outro inibidor da 5-alfa redutase (Figura 5), revela-se
como um tratamento promissor para AGA e algumas de suas propriedades
estdo listadas na Tabela 1. Atualmente €& aprovada somente para o
tratamento de Hiperplasia Prostatica Benigna e utilizada off-label para AGA.

Em alguns paises como o México e a Coréia, a administracdo por via oral é



11

aprovada para o tratamento de AGA em homens (KELLY; BLANCO; TOSTI,
2016).

Figura 5. Férmula estrutural da dutasterida (Peso molecular 528,539 g/mol).

A dutasterida € um 6-azasteroide cujo mecanismo de agdo envolve a
inibicdo da enzima 5-alfa redutase 1 localizada na pele, incluindo glandulas
sebéaceas e foliculo piloso e da isozima tipo 2 encontrada na regido peitoral,
genital, prostatica e também na regido peribulbar dos foliculos pilosos
(URYSIAK-CZUBATKA; KMIEC; BRONIARCZYK-DYLA, 2014).

Tabela 1. Propriedades da molécula de dutasterida.

Solubilidade H,O 0.000908 mg/mL
LogP 5,79

pKa acido 12,56

pKa bésico 2,17

Quando comparada com a finasterida, a dutasterida inibe trés vezes
mais a isozima tipo 2 e cem vezes mais a isozima tipo 1 (OLSEN et al.,
2006). Em um estudo duplo-cego, pacientes em uso de dutasterida
(0,5mg/dia) foram acompanhados durante 24 meses. No primeiro ano, houve
uma diferenca significativa entre o grupo tratado e o sem tratamento, o
namero de efeitos adversos reportados foi maior em pacientes recebendo
dutasterida. J& no ano seguinte, os casos de impoténcia, diminui¢cao da libido,
ginecomastia e disfuncéo ejaculatéria do grupo em tratamento nao tiveram
diferenca estatistica quando comparados ao grupo controle. Porém, os
periodos analisados em conjunto, ou seja, 2 anos de pesquisa, demonstram
ser coerentes com 0s outros estudos feitos até entdo, o grupo tratado com

dutasterida apresentou mais efeitos adversos que os controles. Além disso, a
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concentracdo sérica de DHT dos pacientes tratados com a dutasterida
apresentou uma reducao de 90% versus o grupo placebo que obteve um
aumento de 9,6% (ROEHRBORN et al., 2002).

Em um ensaio clinico controlado por placebo, pacientes receberam
dutasterida (0,5 mg/dia) ou placebo por 2 anos; nos primeiros 6 meses,
pacientes reportaram impoténcia sexual, diminuicdo da libido, disfuncéo
ejaculatéria, ginecomastia e todos o0s pacientes que estavam de fato
recebendo a medicacdo reportaram uma porcentagem maior de efeitos
adversos que os pacientes ndo medicados (ANDRIOLE; KIRBY, 2003).

Em outra parte desse mesmo estudo, foi feita a comparacdo entre a
dutasterida (0,5mg/dia) e a finasterida (5mg/dia), 7% dos pacientes
apresentaram impoténcia sexual usando a dutasterida e 8% com a
finasterida. A diminuicdo da libido também foi constatada em 5% e 6% dos
pacientes tratados com dutasterida e finasterida, respectivamente. Com
relacdo a disfuncdo ejaculatoria, a porcentagem foi de 1% para ambos
grupos (ANDRIOLE; KIRBY, 2003).

Um estudo duplo-cego em que 0,5mg/dia de dutasterida foi utilizado, a
disfuncéo erétil também prevaleceu, 3 dentre os 73 individuos manifestaram
tal efeito, representando 4,1% e no grupo controle 2,7% dos pacientes
relataram o mesmo efeito adverso (EUN et al., 2010).

Em estudo randomizado controlado, trés grupos receberam diferentes
doses de dutasterida (0,02mg/dia; 0,1mg/dia; 0,5mg/dia), um grupo placebo e
outro grupo finasterida 1mg por 24 semanas. Os resultados mostraram que
0s pacientes que utilizaram tanto a dutasterida como a finasterida
apresentaram alteragcdes na libido. Considerando a impoténcia sexual, 3,9%
dos pacientes placebo manifestaram-na; 4,3%, 3,7%; 5,4% dos pacientes
com as doses de 0,02mg; 0,1mg; 0,5mg, respectivamente e por fim, 6,1%
dos pacientes utilizando finasterida apresentaram impoténcia. Para a
disfuncédo ejaculatoria, as porcentagens variaram de 2,2% a 4,8%, sendo a
porcentagem menor representativa da dose 0,02mg de dutasterida e a maior
porcentagem para 0,1mg de dutasterida (GUBELIN HARCHA et al., 2014).
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Em um estudo observacional, foi constatado que 1,3% dos homens
apresentaram diminuicao da libido; 1,0% mostrou impoténcia; 0,6% disfuncao

sexual; 0,1% disfuncéo ejaculatoria e 0,3% ginecomastia (CHOI et al., 2016).

3.5. Vias de permeacao

A pele atua como uma grande barreira de protecdo contra a entrada
de substancias exdgenas. Ainda assim, a via tOpica possui inumeras
vantagens como por exemplo, diminuicdo de efeitos adversos, eliminacdo do
efeito de primeira passagem, além disso do aumento da adesdao do
tratamento pelo paciente (ROBERTS; CROSS; PELLETT, 2002).

Existem trés vias de permeacdo de farmacos (Figura 6), a via
transcelular, na qual o farmaco passa através dos cornedécitos e da matriz
lipidica intercelular; a via intercelular, em que o farmaco difunde entre os
cornedcitos passando pela matriz lipidica e a via dos apéndices cutaneos
onde o farmaco se deposita nos foliculos pilosos, glandulas sebacea e
sudoripara. As moléculas pequenas hidrofilicas sdo mais suscetiveis a
difundirem-se pela via transcelular, enquanto as moléculas mais lipofilicas
sd0 mais aptas a passarem via intercelular. (GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ,
2008; NG; LAU, 2015)
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Figura 6. Vias de permeacdo de farmacos pela pele: via transcelular e intercelular (adaptado de
MOSER et al., 2001).

A penetracao intrafolicular de farmacos esta se tornando cada vez
mais importante devido a possibilidade de armazenamento por longos
periodos e uma entrega sustentada do farmaco no local de acao
(LADEMANN et al., 2008)

3.5.1. Fatores Intrinsecos da pele

O nivel de hidratacdo da pele pode inferir na penetracdo de
substancias através dela. Uma das técnicas utilizadas comumente para
aumentar a penetracdo é a oclusdo. E especulado que com o aumento da
hidratacdo da pele, os lipideos do estrato cérneo sejam rearranjados e isSso
faz com que as substancias passem mais facilmente (BENSON, 2005). O
estrato corneo possui uma relagcéo inversamente proporcional a TEWL (perda
de agua transdérmica), quanto menos hidratado o estrato cérneo, maior € a
TEWL, que serve como indicador do estado da pele (PROKSCH,;
BRANDNER; JENSEN, 2008).

Outros fatores que influenciam a permeacgdo através da pele séo a
idade, etnia e 0 género da pessoa. Ao envelhecer, a epiderme vai se
tornando fina, os queratindcitos ficam menos aderentes uns aos outros e
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ocorrem alteracdes no colageno e elastina (LEITE-SILVA et al., 2012). A pele
danificada ou com alguma doenca apresenta uma maior penetracdo das
substancias quando comparada a uma pele sem danos (JAKASA et al.,
2006).

3.5.2. Fatores inerentes a formulacéo

O veiculo altera a interagdo da substancia com pele, por isso é
extremamente importante na permeacdo. O tipo da formulacdo precisa ser
compativel com a hidrofilicidade / hidrofobicidade do farmaco em questao, de
acordo com a area de tratamento. Outro ponto que precisa ser destacado sao
as propriedades tateis da formulagéo, pois sdo os consumidores que ditam a
tendéncia de mercado. Sendo assim, as emulsdes 6leo-em-agua sao mais
procuradas que as pomadas. O pH, a viscosidade e a carga da formulacdo
também desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do
veiculo para que se obtenha um perfil de difusdo 6timo do farmaco através da
pele (LEITE-SILVA et al., 2012).

Devido as inUmeras vantagens da penetracédo folicular, principalmente
no tratamento de doencas relacionadas aos apéndices cutaneos, como a
acne e a alopecia, essa via tem adquirido mais visibilidade na pesquisa
(FANG; LI; FANG, 2014). E para que ocorra uma entrega mais direcionada
do farmaco, as nanoparticulas de diversos tipos de materiais (metais,

polimeros) tém sido extensivamente utilizadas (PEREIRA et al., 2018).
3.5.3. Fatores externos contribuintes a permeacéao

Existem varias técnicas fisicas que podem ser aplicadas para melhorar
a penetracdo dérmica como: o microagulhamento que produz canais
microscoépicos na pele, a iontoforese que ajuda do transporte de substancias
pela aplicagdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade e também o
ultrassom que através de ondas ultrassbnicas consegue melhorar a
penetracdo de moléculas. (LEITE-SILVA et al., 2012; PETRILLI; LOPEZ,
2018)
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As técnicas mais recorrentes no cotidiano sdo a massagem e a
depilacdo, esta ultima consiste em eliminar a barreira estrato cérneo para
aumentar a penetracdo na pele. J& a massagem, consegue promover uma
penetracdo mais profunda das particulas, devido ao fato de a movimentagéo
dos cabelos agirem como bombas e promoverem uma maior entrada de
substancias. Dessa maneira, €é previsto que a combinacdo de um
nanosistema com a técnica simples de massagem pode aperfeicoar a
entrega de ativos na pele (LEITE-SILVA et al., 2012).

3.6. Vantagens de um nanosistema

No campo da medicina, as nanoparticulas oferecem inumeros
beneficios na deteccéo e prevencao de doencas pelo avanco no diagndéstico
e no acompanhamento da progressao da condicdo (KRISHNA; GAYATHRI;
PRIYA, 2017).

Especificamente, na entrega de farmacos, as nanoparticulas tém
demonstrado ter uma grande capacidade carreadora tanto para moléculas
hidrofobicas quanto para hidrofilicas, apresentando uma estabilidade
prolongada, bem como uma liberacéo sustentada e controlada do farmaco a
partir da matriz. Além disso, as nanoparticulas podem aumentar a
biodisponibilidade do farmaco e, portanto reduzir a frequéncia de
administracdo e, ainda diminuir os efeitos adversos relacionados ao uso do
medicamento (GELPERINA et al., 2005).

As nanoparticulas podem ser utilizadas de trés diferentes maneiras:
entrega de substancias diretamente em areas especificas no foliculo piloso
através da escolha de tamanhos diferentes de particulas; translocacdo de
substancias da particula para a epiderme viavel, entrega de substancias
dependente de estimulo externo ou interno levando a liberacdo do farmaco
(PATZELT; LADEMANN, 2013). Uma formulacdo contendo particulas pode
ser estocada no interior do foliculo por até 10 dias, enquanto uma formulacéo
sobreposta a pele ndo consegue resistir mais de 1 dia (LADEMANN et al.,

2008). O foliculo piloso demonstra ser um oOtimo local de entrega de
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farmacos, as aplicagbes podem ser reduzidas e assim aumentar a adesdo do
paciente e as chances de cura.

Para que os farmacos consigam penetrar nos foliculos pilosos, €
interessante que sejam incorporados em micro e nanoparticulas devido ao
fato de a penetragcédo ser tamanho-dependente, como apresentado na Figura
7. As particulas com tamanhos menores que 100nm séo capazes de penetrar
mais fundo nos foliculos e se depositar sobre o bulbo capilar, ja as particulas
entre a faixa de tamanho de 200nm a 300nm liberaram o farmaco na parte do
istmo folicular, enquanto que as particulas com maior tamanho se acumulam
na superficie da pele ao redor dos foliculos (SCHAEFER; LADEMANN, 2001;
PATZELT; LADEMANN, 2013; PEREIRA et al., 2018). Um fator que ajuda na
propulsdo das nanoparticulas para dentro do foliculo piloso, é a prépria
estrutura do pelo e dos foliculos pilosos, empurrando-as, quando os pelos se
movimentam. E esse movimento também pode ser contribuido com a

aplicacado de massagem sobre a pele (LADEMANN et al., 2009).
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Figura 7. Penetragdo de particulas através do foliculo piloso (PEREIRA et al., 2018).

Derme

As nanoparticulas poliméricas tém despertado a atencdo por
demonstrarem um grande potencial de direcionamento aos foliculos pilosos
(FANG; LI; FANG, 2014). No comeco, as NPs eram obtidas por polimeros
nao biodegradaveis como o poliestireno e a poliacrilamida, mas devido a
necessidade de se produzir algo que gerasse menos impacto ambiental e
gue fosse atéxico, surgiram os polimeros biodegradaveis, que podem ser
obtidos de fontes naturais como a quitosana, gelatina, alginato e albumina, e
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aqueles adquiridos sinteticamente, como a policaprolactona (PCL), poli(acido
latico-co-acido glicélico) (PLGA) (BANIK; FATTAHI; BROWN, 2016).

3.6.1 Nanoparticulas contendo dutasterida

Nanoestruturas de hidroxipropil B ciclodextrina (HP-B-CD) contendo
dutasterida aumentaram a solubilidade do farmaco e assim, a
biodisponibilidade dele com ou sem aditivos hidrofilicos envolvendo a
nanoestrutura (KIM, 2013a). No mesmo ano, outro estudo foi desenvolvido
para otimizar a formulacdo oral da dutasterida com NPs de Eudragit® E. O
Eudragit® E100 é um copolimero catiénico extensivamente utilizado em NPs
pH sensiveis e por sua capacidade de melhorar a performance de farmacos
pouco hidrossoluveis. Essa nova formulacéo foi testada em ratos e aumentou
a biodisponibilidade da dutasterida em 550% quando comparada a
formulacéo original (KIM, 2013b; PARK et al., 2013).

Estudos mostram que com o aumento do revestimento com quitosana
faz com que o perfil de liberacdo do farmaco pela nanoparticula figue mais
lento, enquanto que na permeacdo as NPs que continham maior proporcéo
de quitosana, apresentaram maior fluxo permeado tanto de finasterida quanto
de dutasterida (MADHESWARAN et al.,, 2015). Outro estudo feito com
carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCs) envolvendo a dutasterida, a
liberacdo das NPs sem revestimento de quitosana mostrou 72% do farmaco
liberado em 36 horas. No entanto, as NPs que continham revestimento
apresentaram um perfil de liberagdo mais lento que as NPs n&o revestidas
(NOOR et al., 2017).

Nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas com bicamada de acido
laurico e dutasterida incorporada na regido hidrofébica da bicamada, foram
desenvolvidas, aumentando a solubilidade, biodisponibilidade, promovendo
controle da liberacdo com 62% do farmaco liberado em 96 horas e
permeacédo da dutasterida em todas as camadas da pele analisadas: estrato
corneo, foliculo piloso e epiderme viavel, havendo maior retencdo do farmaco

no foliculo piloso em 12 e 24 horas de permeacéo (AFIUNE, 2019).
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3.6.2. Nanoparticulas com nucleo lipidico e revestidas por quitosana

A policaprolactona (PCL) é um polimero semicristalino, hidrofébico,
solavel em temperatura ambiente, possui alta compatibilidade em misturas,
baixo ponto de fusdo, o que o torna um polimero extremamente interessante
de ser utilizado na area biomédica (NAIR; LAURENCIN, 2007). Devido ao
fato de ser biocompativel, biodegradavel e possuir baixa taxa de degradacéo,
a PCL é extensivamente pesquisada para futuros sistemas de liberacéo
controlada como, por exemplo, implantes. Ao entrar no processo de
metabolizacdo, a PCL sofre hidrolise e gera dois metabdlitos, a acido 6-
hidroxilcaproico e a Acetil-CoA, que por sua vez entram no ciclo do &cido
citrico e sdo eliminados do corpo (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). A
PCL é aprovada pela FDA para utilizacdo em aparelhos médicos, bem como
para entrega de farmacos (NAIR; LAURENCIN, 2007; LOWERY; DATTA;
RUTLEDGE, 2010).

A PCL, Figura 8, apresenta vastas finalidades ja pesquisadas como:
suturas, cobertura para feridas, regeneracdo de nervos, aparelhos
conceptivos, vasos sanguineos artificias, podendo ser aplicada também em
engenharia tecidual e na area dentéria (NAIR; LAURENCIN, 2007).
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Figura 8. Férmula estrutural da Policaprolactona

JA4 a quitosana, Figura 9, é um polissacarideo de origem natural
proveniente da desacetilacdo da quitina presente no exoesqueleto de
crustaceos. Sua estrutura é composta por D-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina, dois grupos hidroxil (OH) e um grupo amino (HOPPE-SEYLER,
1894), que lhe confere caracteristica catidnica, € também biocompativel e
biodegradavel, por isso tem sido bastante utilizado na preparacdo de
nanoparticulas. Além disso, tem a capacidade de se aderir a superficies

mucosas e de penetrar entre as células epiteliais, tornando-a um material



20

promissor na entrega de farmacos (KIM et al., 2001). Pelo fato de o cabelo
apresentar carga negativa, € possivel que o revestimento das nanoparticulas
com quitosana as direcione para o foliculo (AHMED; ALJAEID, 2016).

CH,OH

NH,
o)

o o%

n 0 m

NHCOCH, CH,OH

Figura 9. Férmula estrutural da quitosana (AHMED; ALJAEID, 2016).

A quitosana € degradada em vertebrados através da lisozima e por
algumas enzimas bacterianas presentes no colo (KEAN; THANOU, 1823).
Para que haja a metabolizagdo da quitosana, um importante fator deve ser
levado em consideracdo, a taxa de degradacdo, que depende do grau de
desacetilacdo, ou seja, quanto maior for o grau de desacetilacdo, menor a
taxa de degradacéo (YANG et al., 2007).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo méaxima da
dutasterida (DUTA)
Para a determinacédo do comprimento de onda de absor¢cdo maxima, a
DUTA foi solubilizada em metanol e feita uma varredura da solugcdo em um
espectrofotometro de UV/Vis (Shimadzu, UV 1800) na faixa de comprimento
de onda entre 200 — 600 nm.

4.2. Meétodo analitico para quantificacdo da DUTA permeada e

recuperada da pele

A dutasterida foi quantificada com auxilio de um Cromatoégrafo Liquido
de Alta Eficiéncia (CLAE), modelo Shimadzu LC 20-AD. Foi utilizada uma
coluna de fase reversa Cjg(15cm x 4,6mm) e fase movel composta por uma
mistura de acetonitrila: acido fosférico 0,01M (62:38, v/v). A vazao foi de 0,8

mL/min, o volume de injecdo das amostras foi de 20uL, o forno foi utilizado a
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temperatura de 40 °C e a detecgdo foi feita em 280 nm, de acordo com a
determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo maxima feita através do
espectrofotometro de UV/Vis (Shimadzu. UV 1800).

4.3. Validacdo do método analitico para quantificacdo de DUTA

Segundo a legislacdo vigente, o0 método padronizado foi validado em
termos de linearidade, preciséo, exatidao, especificidade/seletividade e limite
de deteccdo e quantificacdo através do equipamento de Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo a legislacdo vigente (ANVISA,
2003).

4.3.1. Especificidade/Seletividade

Ensaios de seletividade foram executados para assegurar a
capacidade do método em quantificar o farmaco na presenca de impurezas
(ANVISA, 2003). Dessa maneira, amostras dos interferentes: Estrato Cérneo
(EC), Foliculo Piloso (FP) e Epiderme viavel (EP), bem como da
nanoparticula e o meio Agua:TWEEN®80:Etilenoglicol (60:0,5:40) foram
preparadas. A solucdo de dutasterida em metanol a 7,5ug/mL foi
contaminada com os interferentes de pele de orelha de porco, nanoparticula

e meio e, posteriormente analisada por CLAE.
4.3.2. Linearidade

Para verificar a linearidade do método trés curvas de calibragéo foram
preparadas a partir da diluicho de uma solucdo padrdo de dutasterida a
50ug/mL em metanol (grau HPLC, JT Baker®, Brasil). As concentracées do
farmaco utilizadas nas curvas de calibragédo foram 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
15,0 u g/mL. Dessa maneira, as curvas analiticas foram construidas
relacionando a concentragdo de DUTA com a é&rea do pico fornecida pelo
equipamento apoés a injecdo das amostras. A analise estatistica foi realizada

de acordo com os parametros propostos pela ANVISA para o método de
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regressao linear, obtendo-se uma equacéo da reta (y = a x + b), em que: a

corresponde ao coeficiente angular e b ao coeficiente linear.
4.3.3. Preciséo

A precisao foi avaliada por meio do estudo de repetitividade e precisao
intermediaria, nas concentragées 0,5; 7,5 e 15,0 yg/mL de DUTA as quais
equivalem as concentracdes minima, média e maxima da curva de calibragéo.
Os resultados foram expressos pelo coeficiente de variacdo (CV%),

representada pela Equacgéao 1:

CV% = (Desvio Padréo / Concentracdo Média) x (1)
100

Onde: CV% corresponde ao coeficiente de variacdo; desvio padrdo € a
estimativa do desvio padrdo da média e concentracdo média € obtida
considerando-se a média das medidas em sextuplicata para cada
concentracdo analisada.

A repetitividade foi avaliada considerando-se a dispersdo dos valores
das areas dos picos obtidos para amostras nas concentra¢gfes 0,5; 7,5; 15
Mg/mL obtidas no mesmo dia, com 0 mesmo equipamento e analista.

A precisdo intermediaria foi avaliada considerando a variacdo dos
valores das areas dos picos nas concentracdes 0,5; 7,5; 15 ug/mL, obtidas

em 2 dias diferentes com o mesmo equipamento e analistas diferentes.
4.3.4. Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados
encontrados na analise e um valor de referéncia ou tedrico aceito como
verdadeiro (ANVISA, 2003). Os resultados foram expressos em termos de
porcentagem de recuperacdo de DUTA nas camadas da pele, conforme a

Equacéao 2:

E%= (concentracdo média) / (concentracéo tedrica) x 100 (2)
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Onde: E% corresponde a porcentagem de recuperacdo de DUTA das
camadas da pele; concentracdo meédia experimental € a média das medidas
em sextuplicata para cada concentracdo analisada; e concentracdo teodrica
corresponde a concentracdo que deveria ser obtida apds a andlise.

Para a realizagdo desse ensaio, seis fragmentos de pele da orelha de
porco foram inicialmente esticados e presos sobre um suporte de isopor. O
Estrato Cérneo (EC) de cada um dos pedacos de pele foi removido pela
técnica de tape stripping diferencial com auxilio de 10 tiras de fita adesiva
(TEICHMANN et al., 2005). Para retirada do Foliculo Piloso (FP), 2 gotas de
cola cianoacrilato foi colocada sobre a pele e uma tira de fita adesiva sobre
as gotas, sendo pressionada até que estivesse completamente seca. A fita foi
retirada em um Unico movimento para a remoc¢ao dos FPs. Esse passo foi
repetido mais uma vez. Por fim, a epiderme viavel (EP) foi picotada.

As fitas adesivas contendo EC, FP e EP foram picotadas, colocadas
em frascos e adicionou-se uma solucdo padrdo de DUTA em metanol (50
pg/mL), correspondente as concentragdes de 0,5; 7,5; 15 yg/mL. O metanol
foi evaporado e em seguida, para extracdo da DUTA das camadas da pele, 3
mL de metanol foi adicionado e mantido sob agitacdo magnética por 3h. Apdos
esse periodo, as amostras foram filtradas e analisadas por CLAE para
guantificacdo da DUTA. Esse ensaio foi feito em sextuplicata para cada

concentracao analisada.

4.3.5. Limite de deteccédo (LD) e quantificacédo (LQ)

Os LD e LQ dos farmacos foram estimados considerando-se a
proporcdo de ruido de fundo e o sinal analitico (ICH, 2005), com base nas

curvas de calibracéo e calculados de acordo com as Equacgdes 3 e 4:

LD=3,30/S Equacéao
3
LQ=100/S Equacéo
4

Onde: o = desvio padrao da resposta, S = inclinagao da curva de calibragao.
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4.4. Obtencéo das nanoparticulas

As nanoparticulas de policaprolactona (PCL) revestidas ou ndo com
quitosana foram obtidas usando a técnica de deposi¢do interfacial de
polimeros pré-formados. A fase etanodlica contendo 0,03g de lecitina e 5mL
de etanol foi vertida sobre a fase organica contendo 0,1g de PCL, 0,04g de
Span® 60, 0,12g de triglicerideo caprilico, 0,01g do fArmaco dissolvido em
25mL de acetona. A mistura foi adicionada em uma fase aquosa contendo
0,08g de TWEEN®80 e 50mL de &gua e entdo, as nanoparticulas S&o
formadas, tornando a suspenséo translucida.

A mistura final foi rotaevaporada a 40°C para eliminar os solventes até
10 mL, resultando nas nanoparticulas sem revestimento de quitosana. Parte
dessas nanoparticulas foram separadas e revestidas com quitosana na
proporcdo de 1:5 e os diferentes tipos de nanoparticulas obtidas foram
avaliadas quanto ao tamanho, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacéo, pH
e indice de polidispersividade (PDI)(BENDER et al., 2012).

Foram testadas diferentes concentracdes do farmaco durante a
obtencdo das nanoparticulas: 12,5mg; 15mg; 20mg; 30mg de DUTA, o que
corresponde a uma propor¢cdo farmaco/polimero de (1:8), (1:6,66), (1:5),
(1:3,33) respectivamente, para poder estabelecer qual seria a concentracao
Otima que implicaria em uma boa estabilidade para prosseguir com o0s

experimentos.
4.5. Morfologia das nanoparticulas

A morfologia das nanoparticulas foram analisadas por Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (MET). No preparo das amostras, uma gota da
suspensao coloidal de nanoparticulas foi colocada sobre uma grade de cobre
e deixada a temperatura ambiente para completa evaporacdo da 4gua. Em
seguida, as nanoparticulas poliméricas foram coradas com &cido
fosfotungstico a 1%, cora os polimeros, e analisadas por MET (JEOL JEM-
2100 a 200keV). O processamento da imagem foi realizado utilizando o

software ImageJ em diferentes imagens de microscopia.
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4.6. Eficiéncia de encapsulagéo

O protocolo para a determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo das
nanoparticulas foi estabelecido apds testes, nos quais os parametros de
velocidade de rotacdo e temperatura foram avaliados. As concentracdes de
DUTA na suspensao total e no sobrenadante apds a centrifugacdo foram
quantificadas por CLAE.

Para a quantificacdo da concentracéo total de DUTA nas suspensdes
de nanoparticulas (Cita), 100 pL das suspensdes em triplicata foram diluidas
em metanol (1:10), filtradas em filtros de porosidade 0,45 pym acoplados a
seringa e quantificada por CLAE.

Para a quantificacdo de DUTA presente no sobrenadante (Csoprenadante)s
aliquotas de 1 mL da suspensdo de nanoparticula em triplicatas foram
submetidas a centrifugacdo a 15.000 rpm por meia hora a 4°C. Apos a
conclusao da separagao, 100 uL de sobrenadante das amostras foram
diluidos em metanol (1:10) e filtrados em filtros de porosidade de 0,45 um
acoplados as seringas. A DUTA quantificada por CLAE no sobrenadante
corresponde a concentracdo de DUTA ndo encapsulada nas nanoparticulas.

A eficiéncia de encapsulacdo da DUTA nas nanoparticulas (EE%) foi
determinada pela diferenca entre a concentracdo do farmaco quantificada na
suspensao total (Ciota) € @ concentragédo de DUTA nao encapsulado presente

no sobrenadante (Csobrenadante), cONforme Equacao 5:

EE% = [(Ctotal)' (Csobrenadante)/ Ctotal] X 100 Equat;ﬁo
5

4.7. Estudo de estabilidade

A estabilidade das suspensbes de NPs vazias e com DUTA foram
investigadas por espalhamento dinamico de luz e mobilidade eletroforética
utilizando os parametros de diametro hidrodinamico (Dy), indice de
polidispersdo (PDI) e potencial zeta ({) empregando um equipamento

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), além da
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determinacdo da EE% por CLAE e do pH para explorar potenciais mudancas
na distribuicdo de tamanho, carga superficial e concentracdo de DUTA.

Para a realizacdo do estudo de estabilidade as formulacdes de NPs
com revestimento de quitosana (1 mL) e NPs sem revestimento de quitosana
(1 mL) com e sem DUTA foram seladas em ampolas de vidro em triplicata e
armazenadas em refrigerador 4 - 8 °C e em temperatura ambiente. Os
parametros Dy, PDI, potencial ¢, pH e EE% foram verificados e comparados
nos dias 0, 7, 15, 30, 60 e 90. O pH das NPs sem revestimento de quitosana
foi ajustado com &cido cloridrico para se igualar ao pH das NPs com QS (pH
4,7), que apresenta um pH levemente mais acidificado, necesséario para a

protonacéo dos grupos amino da QS.
4.8. Determinacgao da solubilidade da DUT