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RESUMO

Alopecia ¢ uma doenga que atinge os foliculos pilosos diminuindo gradativamente a
producdo de seus fios. A latanoprosta vem recentemente mostrando ser uma molécula
promissora ao tratamento desta doenca, por estimular o crescimento capilar. Considerando-
se que a lipofilicidade alta dessa molécula dificulta sua incorpora¢do em uma formulagao
de base aquosa e restringe sua penetragdo cutanea, esse trabalho visou desenvolver uma
formulagdo baseada em nanocéapsulas poliméricas de policaprolactona incorporando a
latanoprosta na tentativa de promover o acumulo desta substancia nos foliculos pilosos e
favorecer assim a terapia topica da alopecia. As nanocapsulas foram obtidas seguindo-se o
método de evaporacdo do solvente. Os nanossistemas produzidos tiveram seu tamanho
médio, indice de polidispersividade (Pdl) e potencial zeta medidos através da analise de
espalhamento da luz dindmica e mobilidade eletroforética. Os valores de eficiéncia de
encapsulacdo foram determinados através da quantificacdo da latanoprosta ndo
encapsulada separada por centrifugag@o. A estabilidade do nanossistema desenvolvido foi
monitorada por 90 dias, observando-se caracteristicas como tamanho médio, indice de
polidispersividade, potencial zeta e teor de farmaco. Para os estudos de permeacao, células
de difusao foram montadas com pele de orelha de porco separando o compartimento doador
do comportamento receptor. Formulagdes de nanocépsulas e controle foram aplicadas por
8 h na superficie da pele. Os experimentos foram realizados com e sem estimulo mecanico
na pele depois de aplicada a formulagdo. Nanocéapsulas de 197,0 + 2,2 nm (Pdl = 0,15 +
0.01), com potencial zeta de -30,1 = 1.8 mV e capazes de encapsular 93,9 + 0.4% de
latanoprosta foram obtidas. Elas se mostraram estdveis por pelo menos 90 dias quando
armazenadas a 6° C (209,8 + 2,31 nm; PdI = 0,35 £ 0,04; potencial zeta de -29,2 + 0,25).
Estudos de permeagdo mostraram que houve um aumento de aproximadamente 20% no
acumulo de latanoprosta nos foliculos pilosos na aplicagao de formulagao de nanocépsulas
comparadas com a formulacdo controle. Essa diferenca aumentou para 86% quando as
nanocapsulas foram aplicadas na pele sob uma massagem manual. Assim, considerando
que a dispersao coloidal das nanocépsulas também demonstrou um potencial irritante nulo
para a pele, pode-se concluir que o sistema desenvolvido possui um alto potencial de uso

como formulagdo topica para o tratamento da alopecia androgénica.



ABSTRACT

Alopecia is a disease that affects the hair follicles, gradually decreasing the production of
hair shafts. Latanoprost has recently been shown to be a promising molecule for the
treatment of this disease, given its influence on hair follicle cells. Considering that the high
lipophilicity of this molecule hinders its incorporation in an aqueous-based formulation
and restricts its cutaneous penetration, this work aimed to develop a formulation based on
polymeric nanocapsules of polycaprolactone incorporating latanoprost in an attempt to
promote the accumulation of this substance in hair follicles to favor topical alopecia
therapy. The nanocapsules were obtained following the solvent evaporation method. The
produced nanosystems had their average size, polydispersity index (Pdl) and zeta potential
measured through the analysis of light scattering and electrophoretic mobility. The
encapsulation efficiency values were determined by quantifying the non-encapsulated
latanoprost separated by centrifugation. The stability of the developed nanosystem was
monitored for 90 days, observing characteristics such as average size, polydispersity
index, zeta potential and drug content. For permeation studies, diffusion cells were
assembled with pig ear skin separating the donor compartment from the recipient behavior.
Nanocapsules and control formulations were applied for 8 h on the skin surface. The
experiments were carried out with and without mechanical stimulation on the skin after
the formulation was applied. Nanocapsules of 197.0 = 2.2 nm (Pdl = 0.15 £+ 0.01), with
zeta potential of -30.1 £ 1.8 mV and capable of encapsulating 93.9 + 0.4% of latanoprost
were obtained. They were stable for at least 90 days when stored at 6°C (209.8 + 2.31 nm;
Pdl = 0.35 £ 0.04, zeta potential of -29.2 + (0.25). Permeation studies showed there was
an increase of approximately 20% in the accumulation of latanoprost in hair follicles in
the application of nanocapsules’ formulation compared to the control formulation. This
difference increased to 86% when the nanocapsules were applied to the skin under a
manual massage. Thus, considering that the colloidal dispersion of nanocapsules also
demonstrated a very low irritating potential for the skin, it can be concluded that the
developed system has a high potential for use as a topical formulation for the treatment of

androgenic alopecia.
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1. INTRODUCAO

A alopecia ¢ uma doenca com causas e origens variadas que atinge os foliculos
capilares fazendo com que se diminuam progressivamente a producdo de fios de cabelo
(CHANDRASHEKAR et al., 2015). Dentre os tipos mais comuns de alopecia pode-se citar

o eflavio telogeno, alopecia areata e alopecia androgénica.

A alopecia androgénica, que ¢ também conhecida como alopecia hereditaria ou calvicie
masculina, € o tipo mais comum de perda de cabelos, que pode atingir homens e mulheres
na idade adulta. Esse tipo de calvicie ocorre por meio da atividade da dihidrotestosterona
(DHT), que ¢ um metabdlito mais ativo do hormdnio testosterona, presente em maior
quantidade em individuos geneticamente predispostos a esta condi¢do. Assim, o DHT liga-
se a células do bulbo dos foliculos capilares estimulando-as a cessar a producao dos fios
(DEY-RAOQO et al., 2017). De fato, ao se analisar os fios em alopecia androgénica, observa-
se uma progressiva diminuicdo da fase andgena, que corresponde a fase crescimento
capilar, e o alongamento da fase teldgena, que ¢ a fase de involu¢do dos fios, acarretando
em um decréscimo da taxa anagena/teldgena e eventualmente na perda de fios (CHOI et

al., 2015).

Atualmente, os tratamentos medicamentosos reconhecidos pelo FDA (Food and Drugs
Administration) para tratamento da alopecia s3o feitos a base dos farmacos minoxidil e
finasterida (AREEJ et al., 2017). A finasterida atua como um bloqueador da enzima 5-alfa-
redutase, impedindo a conversdo de testosterona em DHT que, como descrito
anteriormente, ¢ 0 hormonio responsavel por estimular a perda capilar (AIZPURUA et al.,
2014). Apesar de ter eficiéncia comprovada, os medicamentos a base de finasterida
disponiveis sdo apenas para uso oral e restritos a homens, e trazem diversos efeitos
adversos, como perda de libido, disfuncdo erétil, diminuicdo do volume da ejaculacao,
aumento do volume e da sensibilidade das mamas, edema labial e erup¢des cutineas

(ROWLAND et al, 2018).

J4 os tratamentos a base de minoxidil sdo apenas tdpicos, visto que o farmaco atua
sistemicamente como vasodilatador. O minoxidil (log P = 1,24) topicamente aplicado age

dilatando os vasos sanguineos que nutrem os foliculos pilosos melhoram a qualidade dos



fios, retardando sua passagem precoce para a fase telogena. Apesar de apresentarem altas
taxas de sucesso na atenuacdo da calvicie, as formulagdes de minoxidil disponiveis no
mercado contém altas concentracdes de etanol ou outros solventes organicos e sdo,
portanto, irritantes a pele (FANG et al., 2014). Esses solventes estdo presentes nas
formulagdes devido a baixa solubilidade aquosa do firmaco. Além disso, o sucesso da
terapia com este farmaco exige uso continuo e, quando o paciente suspende sua utilizagao,
os efeitos de reducdo do crescimento capilar retornam. Assim, os estudos para se inserir
novas moléculas e formulagdes eficientes para o tratamento da alopecia sdo altamente

demandados.

Recentes descobertas mostraram que colirios usados no tratamento de glaucoma
aumentavam o crescimento dos cilios do paciente (VANO-GALVAN, S. CAMACHO,F.,
2017). Esses medicamentos continham analogos de prostaglandina F2 alfa, que seriam os
responsaveis por esse efeito colateral. A latanoprosta ¢ uma dessas substancias que ja
mostrou por meio de estudos clinicos aumentar significativamente a densidade capilar de
pacientes calvos se comparados a pacientes que fizeram uso de placebo (CHOI et al.,
2015). No entanto, por se tratar de uma molécula ainda mais lipofilica (log P = 4,3) que o
minoxidil, as formula¢des magistrais contendo latanoprosta também demandam a adi¢do
de altas concentragdes de co-solventes como etanol e propilenoglicol, permanecendo o

problema de irritacdo cutanea com o uso continuo do produto.

Considerando essas questdes farmacotécnicas e o alvo de acdo da latanoproposta, que
¢ a regido dos foliculos pilosos, considerou-se neste trabalho o desenvolvimento de
nanocapsulas para incorporar este farmaco oleoso, pois essas nanoestruturas tém se
mostrado capazes de se acumularem preferencialmente nos foliculos pilosos e aumentarem
penetracdo de fArmacos nessas estruturas da pele (ALJJUFFALI et al., 2014; MATOS et
al., 2015; SILVA et al.,, 2019). Além disso, por serem particulas de dimensdes
nanométricas, os sistemas coloidais resultantes de sua dispersdo em &agua possuem
estabilidade fisica e evitam o uso de adjuvantes irritantes na formulag¢do, como élcoois e

tensoativos (PEREIRA et al., 2018; USHIROBIRA et al., 2020).



2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar o desempenho de
uma formula¢do baseada em nanocépsulas poliméricas contendo latanoprosta como uma

alternativa no tratamento topico da alopecia androgénica.
2.1. Objetivos Especificos

e Padronizar e validar métodos analiticos seletivos para doseamento de latanoprosta

em formulagdes farmacéuticas e matrizes cutaneas;
e Desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo latanoprosta;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das dispersdes de nanocapsulas poliméricas

contendo a latanoprosta;
e Avaliar a liberagdo da latanoprosta a partir das nanocapsulas;

e Determinar o perfil de penetragdo cutdnea do farmaco a partir do sistema

desenvolvido;

e Verificar o potencial de irritagdo causado pela formulagdo das nanocépsulas de

latanoprosta.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Morfologia da pele

A pele, considerada o maior 6rgdo do corpo humano com area superficial de 1,5 a 2,0
m?, ¢ dividida em trés camadas - epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). Como parte do
sistema tegumentar, a pele recobre o corpo protegendo-o contra atritos, perda de agua,
radiagdo ultravioleta e invasdo de micro-organismos. A pele também tem um papel
importante na percep¢ao sensorial, na termorregulacdo, excrecdo de ions e sintese de
vitamina D (LOWE & ANDERSON, 2015; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013;
OVALLE & NAHIRNEY, 2008; CHU, 2012).

epiderme—< <%

glandula
sebacea
derme < Ko

glandula —| Vasos
sudoripara |_ ‘ v sanguineos
hipoderme

foliculo
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Figura 1: Morfologia da pele (Encyclopaedia Britannica, Inc, 2010).

A epiderme, camada mais superficial da pele, ¢ composta por quatro camadas celulares.
A basal ¢ a mais profunda e responsavel pela renovacao celular da epiderme. Apresenta

também células produtoras de melanina e células responsaveis pelas respostas sensoriais.



A camada espinhosa contém células de Langerhans que tem papel essencial na ativagao da
resposta imunoldgica. A granulosa ¢ responsavel pela formagdo de queratina, e sintese de
lipideos (KHAVKIN, 2011). Por ultimo a camada mais externa da epiderme, a camada
cornea (estrato corneo), contém células queratinizadas organizadas em estruturas lamerares
envoltas por uma matriz lipidica, o que faz com que esta camada seja a principal barreira a

penetracdo cutanea de farmacos (MADISON, 2003) (BARONI et al., 2012).

A derme, composta por tecido conjuntivo, se encontra abaixo da epiderme e acima da
hipoderme. Esta camada tem papel essencial fornecendo apoio estrutural e nutricional a
epiderme e pode ser dividida em duas camadas: papilar e reticular. Na camada papilar,
formada por tecido conjuntivo frouxo, se encontram fibras eldsticas, fibras reticulares e
colageno. Por sua vez, na camada reticular, formada por tecido conjuntivo denso, se
encontram vasos sanguineos, fibroblastos, vasos linfaticos e terminacdes nervosas. No
entanto, as duas camadas sdo irrigadas por vasos sanguineos e linfaticos. Na derme pode-
se observar invaginagdes da epiderme que formam os anexos cutaneos, que sao os foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (HARRIS, 2009; TANG, 2010;
(MENON, 2002).

Por fim, a hipoderme, que ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo e adiposo, tem a
funcdo de proteger a pele de impactos mecanicos e atuar como reserva energética e isolante
térmico. Esta camada também se subdivide em outras duas: areolar e lamelar. Na camada
areolar encontram-se adipocitos globulares e volumosos, enquanto na camada lamelar
observa-se um aumento de espessura causado pelos adipdcitos que invadem a fascia
superficial. Na hipoderme também pode-se encontrar invaginagdes de epiderme que

originam os foliculos pilosos (GARTNER & HIATT, 2007; SAMPAIO & RIVITTI, 2007).
3.2. Ciclo de crescimento capilar

O foliculo piloso ¢ uma estrutura dérmica que tem como fungdo revestir e produzir o
fio capilar. A atividade de todo o foliculo piloso ¢ controlada por populagdes de células-
tronco localizadas principalmente na regido de projecdo local de inser¢do do musculo
arrector pili e em uma estrutura morfologicamente distinta abaixo dessa regido conhecida

como germe capilar (CALVO-SANCHEZ et al., 2019).



O foliculo pode ser dividido em trés partes: inferior, meio e superior (Figura 2). A parte
inferior, corresponde a drea da base do foliculo até a inser¢do do musculo arrector pili e
contém o bulbo e o suprabulbo (regido entre o bulbo e o istmo). No bulbo capilar, se
localizam estruturas vasculares e nervosas, além das células responsaveis por regular o
crescimento dos fios e fazer a manutengdo capilar (CORREA, 2012). A parte do meio é
curta e abrange desde a inser¢ao do musculo arrector pili até o canal do ducto da glandula
sebacea. Assim, a parte superior vai do canal da glandula sebacea até o orificio folicular

(PARK et al., 2018).
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Figura 2: Anatomia do foliculo piloso (PARK et al., 2018).

Os fios de cabelo podem crescer individualmente no foliculo ou em grupos que podem
ir de 2 a 5 fios. Esses grupos sdo chamados unidades foliculares. Cada fio é composto por
trés regides principais: medula, cortex e cuticula. A medula ¢ a camada mais interna do fio
e além de células, contém espacos vazios que podem variar entre os diferentes tipos de
cabelo. Entre a medula e a cutila, encontra-se o cortex, que € responsavel por garantir forca
mecanica ao eixo do cabelo. Por fim, tem-se a cuticula, esta possui de 3 a 4 mm de
espessura, e ¢ responsavel por proteger o cortex e refletir a luz, dando brilho e aparéncia

saudavel aos cabelos (PARK et al., 2018).



O ciclo de crescimento dos fios ¢ resultado da proliferacdo e diferenciagdo das
células tronco epiteliais e pelas células geminais do foliculo piloso (Figura 3). Neste ciclo,
estdo presentes trés fases ¢ quando estas ndao se comportam como esperado € possivel se

observar um crescimento mais rapido que o natural dos fios ou perda de densidade capilar.

Fase Anagena Fase Catagena Fase Telogena Fase Anagena
eixo capilar novamente
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foliculo capilar derme J

Figura 3: Ciclo de crescimento dos fios capilares. Fonte: adaptado de

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

A primeira fase do ciclo de crescimento capilar se denomina fase andgena. Nela, o pelo
desenvolve seus padrdes de atividade mitdtica. A duragdo dessa fase varia para cada
individuo de acordo com suas caracteristicas genéticas, mas em média vai de 2 a 6 anos
com um crescimento em torno de 0,3 mm/dia. Cerca de 85% dos pelos do couro cabeludo
estdo na fase anagena, j4 em outras areas como cilios e sobrancelhas o ciclo ¢ mais curto e

essa fase dura em torno de 30 dias (THOM, 2016; GAMONAL, 1999).

Ap0s a primeira fase, tem-se uma fase de transi¢do chamada fase catdgena onde os
pelos param de crescer para comecar uma substitui¢do. Aqui, o segmento inferior do
foliculo se diminui por causa da apoptose do epitélio folicular, reduzindo o seu tamanho.
Sua duragdo ¢ curta, indo de 2 a 3 semanas, e apenas 3% dos foliculos do couro cabeludo

se encontram nessa fase (RESTREPO, 2010).



A ultima fase do ciclo capilar, denominada fase telogena, ocorre quando se encerra toda
a atividade mitdtica de crescimento. Essa fase dura em torno de 3 meses e apenas 15% dos
pelos do couro cabeludo se encontram nessa fase. Ao seu final, o fio ¢ expulso por um
outro fio que esta crescendo. O ser humano perde de 25 a 100 fios por dias em decorréncia

dessa fase (RESTREPO, 2010; GAMONAL, 1999).

O ciclo de crescimento capilar pode sofrer variagdes por diversos motivos ao longo da
vida de um individuo, a saber: gravidez, desnutricdo, efeitos adversos de medicamentos,
questdes hormonais e genética. Neste trabalho discutiremos a alteracdo do ciclo de
crescimento capilar devido a fatores atrelados e genética e acdo de hormodnios de um

individuo denominada alopecia androgénica (THOM, 2016).
3.3. Alopecia androgénica

Em geral, define-se como alopecia a condi¢ao clinica causada por diversos fatores, que
acarreta a queda capilar. Como sugere o nome, a alopecia androgénica se da por uma
influéncia do hormodnio masculino testosterona causando sensibilidade aos foliculos
pilosos devido a uma heranca genética no individuo. Por isso, esta geralmente se apresenta
em maior frequéncia em homens se iniciando no final da adolescéncia e inicio da fase
adulta, ganhando expressividade na meia idade. A doenga também atinge um nimero
expressivo de mulheres na fase adulta. Essa alopecia geralmente se inicia com recessdes
bilaterais frontais na cabeca, ao progredir, essas areas afetadas podem se juntar formando

uma coroa (JAY et al., 2015).

Embora ainda existam fatos a serem descobertos sobre a decorréncia de alopecia
androgénica, ¢ sabido que a acdo de DHT em excesso nos foliculos pilosos causa um
encurtamento da fase andgena no ciclo de crescimento capilar e um aumento da
expressividade da fase telégena. Com o passar dos ciclos, os foliculos produzem fios
menores, mais finos e menos pigmentados e, em determinado momento, o foliculo fica
incapaz de produzir um fio que alcance a superficie do couro cabeludo (GOMES, 2012;

LIANG et al., 2018).
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Figura 4: Ac¢3o da DHT nos foliculos pilosos. Fonte: adaptado de

http://www.brdanutricao.com.br/dihidrotestosterona-dht.

Embora apresente poucos efeitos na fisiologia do corpo, esta doenga apresenta muitos
efeitos psicologicos e psicossociais afetando a autoestima do paciente podendo causar até
mesmo depressdo. Quando esta afeta mulheres, os efeitos sdo ainda mais expressivos,
devido a conceitos culturais (ROWLAND et al., 2018). Aproximadamente 50% dos
homens em torno dos 50 anos sdo afetados pela alopecia. J4& em mulheres com a mesma

idade, a doenca afeta em torno de 20 a 30% (JAY et al., 2015).
3.4. Tratamentos para a Alopecia Androgénica

Diversos tratamentos para a doenga sdo propostos, desde medicamentos, terapias e até
mesmo implantes capilares. Medicamentos se encontram entre os tratamentos de mais facil
acesso e ainda com eficacia comprovada. Estes podem vir em formulac¢des de uso topico
como minoxidil ou formulagdes orais como a finasterida - que atualmente sdo as classes

de medicamentos mais usados no tratamento desta alopecia.

Medicamentos a base de minoxidil sdo citados com frequéncia neste tratamento. Este
pode ser usado em formulagdes topicas ajudando na diminuicdo da queda de cabelo e
algumas vezes até promovendo a retomada de crescimento capilar. Em contrapartida,
comumente os usuarios de minoxidil reportam irritagdo no local de aplicagdo, sinais de
impoténcia sexual e no inicio do tratamento podem apresentar uma pequena queda de

cabelo que depois ¢ administrada com o uso continuo da medicag¢ao (JAY et al., 2015).



Outros medicamentos amplamente conhecidos s3o os a base de finasterida, e estes sdo
os Unicos permitidos pelo FDA para o tratamento oral de alopecia androgénica em homens.
J& para mulheres, o uso deste medicamento ndo ¢ indicado pelo FDA. Em mulheres
gestantes, a finasterida pode gerar um efeito embriototeratogénico acarretando a
feminizacdo do feto, enquanto nas mulheres na pés-menopausa a finasterida parece ser
eficaz apenas em altas doses o que poderia desregular os niveis hormonais da paciente
(JAY et al., 2015). Estes medicamentos atuam bloqueando o tipo II Sa-reductase, nao
permitindo que a testosterona se transforme em DHT. Os efeitos adversos mais comuns
devido ao uso de finasterida sdo reducao de libido, disfuncdo erétil e diminui¢do no volume

de ejaculacdo (ROWLAND et al., 2018).
3.5. Latanoprosta

Analogos de prostaglandinas atuam como bloqueadores de receptores beta e vem sendo
muito eficazes na redugdo da pressao interna ocular de pacientes com glaucoma (MOUSSA
et al., 2018; YOUNUS et al., 2018). Em 1996, a latanoprosta, que ¢ um desses andlogos
que aumenta a saida uveoscleral, foi aprovada pelo FDA para o uso em colirios para
pacientes adultos (MOUSSA et al., 2018; YOUNUS et al., 2018). No entanto, o seu uso,
assim como o de outros andlogos de prostaglandinas em colirios apresentou alguns efeitos
adversos como hiperemia conjuntival, aumento da pigmenta¢do da iris, pigmentagdo
palpebral e curiosamente o aumento dos cilios do paciente, fazendo com que esses
farmacos fossem agora estudados para outros fins. Acredita-se hoje que esses
betabloqueadores estdo envolvidos em um mecanismo complexo abrangendo o controle do
ciclo de crescimento e diferenciagdo capilar. Isso se explicaria no fato de que a maior parte
das células capilares sdo influenciadas pelo metabolismo das prostaglandinas e células
presentes no bulbo dos foliculos pilosos apresentam receptores para estes hormonios

(SAYED et al., 2019).

Um estudo com 20 pacientes, onde 10 deles estavam em tratamento quimioterapico,
apresentou resultados estatisticamente significativos no aumento dos cilios, na
pigmentacdo e espessura dos fios (SMITH et al., 2018). Um outro estudo com 130

pacientes de quimioterapia em que foi feito o uso continuo da medicag¢do por 12 meses
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também apresentou resultados proeminentes no aumento da densidade capilar dos

pacientes (SMITH et al., 2018).

Também foram feitos testes em pacientes que sofriam de alopecia com diversas
origens. Um estudo com pacientes portadores de eflavio telogeno e alopecia androgénica
mostraram resultados eficazes no controle da queda capilar e no aumento total de fios com
o uso de formulagdo contendo 0,005% de latanoprosta (BLOCH et al., 2018; XU et al.,
2019). Um outro estudo duplo cego com placebo e controle foi feito com 16 homens com
alopecia androgénica. Um tratamento didrio com formulacdo topica contendo 0,01% de
latanoprosta em solucdo foi realizado no lado direito ou esquerdo da recessdo frontal
capilar. Apds 24 semanas o lado tratado com latanoprosta apresentou um aumento
significativo de densidade capilar comparado a linha de base (p < 0,001) e placebo (p
=0,0004), evidenciamento a efetividade do farmaco no tratamento da alopecia (CHOI et

al., 2015).

Figura 5: Estrutura quimica da latanoprosta. pKa =4 ,88; log P = 4,28; massa molar =

432,6 g/mol; solubilidade em agua = 12,9 ng/mL (MERCK, 2020; PUBCHEM, 2020).

Prostaglandinas em geral sdo importantes mediadores lipidicos em processos
inflamatorios, que também exercem fung¢des importantes na manutencdo homeostatica
(DUNCAN et al., 2018). A latanoprosta (Figura 5) ¢ um farmaco lipofilico e se apresenta
na forma de um 6leo, o que dificulta sua solubilizagdo em agua e sua penetracao na pele.
Essa caracteristica, pode fazer com que formulagdes a base de latanoprosta fiquem
associadas ao estrato coérneo, que como mencionado anteriormente, ¢ uma camada
altamente lipofilica que impede a penetracdo cutanea de varios farmacos. Comumente ¢
feito o uso de co-solventes (etanol, propilenoglicol) e agentes solubilizantes para

administrar esse problema. No entanto essa alternativa geralmente ocasiona irritagao
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cutdnea quando usados em formulagdes topicas (NATARAJAN et al., 2012). Assim, o
objetivo deste trabalho ¢ preparar nanoestruturas contendo o farmaco como ferramenta no
desenvolvimento de formulacdes livres de solventes organicos e que possibilitem a

administracdo da latanoprosta de forma segura ao paciente e mais efetiva.
3.6. Nanotecnologia

De acordo com a European Medicines Agency (EMA), a nanotecnologia se define pelo
uso de estruturas menores de 1000 nm de diametro, com propriedades especificas. Visa-se
com o uso da nanotecnologia a oferecer vantagens na aplicacdo de um farmaco devido ao
aumento na drea de superficie em relagdo ao seu volume. Assim, atuam como
nanocarreadores transportando o farmaco, que pode ser encapsulado por diversos
mecanismos, para um sitio ativo especifico, onde exercera uma atividade terapéutica.
Nanoparticulas tendem a apresentar-se de forma estavel. Suas particulas menores e mais
leves acarretam num movimento browniano mais vigoroso impedindo que estas se
aglomerem e depositem no fundo do recipiente que as contém (HWANG et al., 2008)

(DIMER et al., 2013).

Nanoparticulas poliméricas sdo uma 6tima aplicagdo da tecnologia porque podem
oferecer alternativas de alta biocompatibilidade, baixa toxicidade, capacidade imunogénica
e ainda biodegradaveis. Estas funcionam como sistemas coloidais podendo ser formadas
por polimeros naturais ou sintéticos. Nanoparticulas s3o de grande importancia para
farmacia, devido ao seu papel na liberacdo controlada de farmacos, se mostrando
compativeis com diversas moléculas e tecidos do corpo humano. Essas também se
apresentam diminuindo a degradag¢do dos principios ativos em seu interior, aumentando

sua meia-vida de prateleira e no organismo (DIMER et al., 2013; FORMIGA et al., 2009).

As nanoparticulas poliméricas podem ser divididas em dois grandes grupos. Os
sistemas matriciais, em que o farmaco se encontra distribuido uniformemente em seu
nucleo, sdo denominados nanoesferas. J& os sistemas vesiculares, que tém o farmaco
concentrado no interior do nucleo, geralmente dissolvidos em um solvente oleoso, sdo
chamados de nanocapsulas (Figura 4) Assim, a presenga de 6leos nas nanocapsulas leva a

formacao de uma estrutura vesicular, enquanto a auséncia de 6leo nas nanoesferas fornece
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uma organizacdo matricial das cadeias poliméricas (DIMER et al., 2013; GUTERRES et
al., 2007).

Membrana polimérica

Farmaco

Matriz polimérica
) Nucleo interno
Nanoesfera Nanocapsula

Figura 6: Diferenca entre o sistema matricial (nanoesferas) e o sistema vesicular

(nanocapsulas) (Nanomedicine (2010) Future Medicine Ltd).

As nanocapsulas sdo, portanto, uma boa alternativa para a veiculacdo de altas
concentragdes de farmacos lipofilicos, como ¢ o caso da latanoprosta. Além de serem
capazes de dispersar o farmaco em um meio aquoso (MHLWATIKA et al., 2018), e
melhorar sua estabilidade e controlar sua liberacdo, esse tipo de nanoestrutura também ¢
capaz de transpassar camadas da pele fazendo com que o fAirmaco atinja efetivamente o seu
alvo terapéutico (DADWAL et al., 2018). Quando o uso de nanoparticulas ¢ associado a
estimulo mecanico a entrega do fArmaco para o seu alvo de acdo pode ser ainda maior
(LEITE-SILVA et al., 2012). Um estudo mostrou que uma formulacdo contendo
nanoparticulas poliméricas foi capaz de manter dez vezes mais farmaco estavel nos

foliculos comparada a uma solug¢do tradicional (LADEMANN et al., 2008).

Neste trabalho, optou-se por utilizar a policaprolactona (PCL) no preparo das
nanocapsulas de latanoprosta. Trata-se de um polimero semicristalino e alifatico
comumente utilizado em formulagdes de nanocdpsulas devido a sua alta
biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e por ser biodegradavel (SEPULVEDA et al.,
2016). Sua biocompatibilidade se deve a hidrélise que sofre em sua metabolizagao gerando
acido 6- hidroxilcaproico e a Acetil-CoA, podendo ser eliminados do corpo (WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010).
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Nanocapsulas de PCL também ja demonstraram boa estabilidade frente a alguns outros
polimeros como o poli acido lactico-co-glicdlico (PLGA), aumentando a meia-vida dos
farmacos encapsulados. Essa caracteristica ¢ muito importante no uso de medicamentos

que precisam apresentar uma liberagdo controlada (FORMIGA et al., 2009).

A PCL ¢ aprovada pela agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) para
ser usado em propdsitos biomédicos. Apresenta um baixo ponto de fusdo de (60°C) e uma
alta temperatura de decomposi¢do (350°C). Esta também apresenta uma alta solubilidade
em compostos orginicos permitindo a obtencdo de boas nanoparticulas (PENA et al.,

2015).

Considerando que existe muito espago para a pesquisa envolvendo nanotecnologia no
tratamento topico de alopecia, e que ndo ha publicado nenhum estudo que proponha a
aplicacdo de nanocépsulas poliméricas para a administragdo topica da latanoprosta, o

presente trabalho visa a contribuir para o crescimento de conhecimento nessa area.
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4. MATERIAL

4.1. Farmacos, excipientes e solventes

A latanoprosta foi gentilmente cedida pela Aché Laboratorios Farmacéuticos (Sao
Paulo, Brasil). Seu padrao analitico foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). Para o desenvolvimento das nanocéapsulas, foi utilizado o polimero
policaprolactona adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), 4lcool polivinilico
também adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), Tween 80 e diclorometano
adquiridos da Dinamica (Campinas, Brasil). Para o preparo da solucdo tampdo foram
utilizados o fosfato de s6dio monobasico, o fosfato de sodio dibasico e o cloreto de sodio

todos adquiridos pela Dinamica (Campinas, Brasil).

Metanol e acetonitrila, ambos de grau HPLC foram adquiridos da J.T.Baker
(Philisburgh, Estados Unidos). O 4cido férmico grau HPLC usado na fase mével dos testes
realizados no LC-MS foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A 4gua
ultrapura foi obtida através de um sistema Mili-Q da Millipore (Illkirch Graffenstaden,
Franca).

4.2. Equipamentos e outros insumos

Para a deteccdo e quantificacdo da latanoprostra foram utilizados um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE) LC 20-AD e um cromatégrafo liquido acoplado ao
espectrometro de massas (LC-MS) modelo 2020, ambos da Shimadzu (Kyoto, Japao).

O cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia que compde os dos sistemas é composto por
duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno
(modelo CTO- 20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A).
Conectado ao LC-MS foi usado um gerador de gas nitrogénio modelo Genius NM32LA
(Peak Scientific, Reino Unido) e bomba de vicuo mecanica (Edwards, Burgees Hill,
Inglaterra), com fonte de ionizag¢do dual-spray, atuando no modo de ionizagdo positivo por
electrospray (ESI+), acoplando a sistema de cromatografia liquida. A aquisi¢ao de dados
foi realizada utilizando o software Shimadzu LC Solution. Para a fase estacionaria, utilizou-

se uma coluna de fase reversa C18 (4,6mm x 150mm; Shim-pack, Shimadzu).
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Para o desenvolvimento das nanocépsulas foi utilizada uma balanga analitica da
Shimadzu, um rotaevapodorador do Laboratorio de Ensaios Quimicos em Farmacia do
Departamento de Farmacia da UnB e um sonicador da VibraCell. Para a sua caracteriza¢ao
foram utilizados um Zetasizer Nano series da Malvern, uma centrifuga da KASVI e um
microscopio eletronico de varredura - MEV Jeol JSM-7000F do Instituto de Biologia da
UnB.

Para os testes de diferencial tape-stripping foi utilizada uma cola de cianocrilato da

Super Bonder (Locctite, Sdo Paulo, Brasil) e uma fita Scotch n°845 Book Tape —3M, EUA.

Para os ensaios de liberacdo e permeagdo foram utilizadas células de difusdo
verticais do tipo Franz do proprio laboratdrio. Para os testes de liberagdo foram ainda
utilizadas membranas de nitrocelulose (filtro 0,1um) da Millipore e para os de permeacao
foi utilizada pele retirada de orelhas de porco, obtidas do Frigorifico Sabugy (Planaltina,

Brasil) logo ap6s o abate dos animais.
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5. METODOS

Dois métodos analiticos utilizados neste trabalho foram validados seguindo os
padrdes International Conference of Harmonisation (ICH) e RDC N°166, de 24 de julho
de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O primeiro deles foi
utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por DAD/UV para
quantificagdo do firmaco em praticamente todos os experimentos, exceto aqueles com
interferentes da pele, para os quais utilizou-se Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

com detec¢dao em massas (LC-MS).
5.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por DAD

A latanoprosta foi analisada seguindo-se um método analitico para cromatografia
liquida de alta eficiéncia proposto por PATEL et al. (2015). A fase movel foi composta por
uma mistura de acetonitrila:dgua ultrapura (60:40) (v/v). A vazao de elui¢do da fase movel
foi igual a 1 mL/min, o volume de injecdo das amostras igual a 20 puL e o forno mantinha

a temperatura da coluna cromatografica a 40°C.

Para essa determinagdo, foram feitas inicialmente varreduras de uma solucio de
latanoprosta em metanol a 10 pg/mL, fazendo-se ajustes para se obter o comprimento de
onda onde se encontraria um pico uniforme e sem interferentes partindo-se dos dados
descritos na literatura (PATEL et al., 2015). A partir de entdo, o método proposto foi
validado, avaliando-se parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e

sensibilidade (limites de deteccdo e de quantificacdo).
5.1.1. Preparo de interferentes

Os interferentes da pele foram preparados da seguinte forma: a orelha de porco foi
lavada em agua corrente, e a pele retirada da cartilagem com auxilio de uma lamina e uma
tesoura. O tecido subcutaneo gorduroso foi entdo removido com o auxilio da tesoura. A
pele foi entdo cortada em pedacos redondos de aproximadamente 3,5 cm de didmetro. Para
separar o estrato corneo, dez pedacos quadrados de fita adesiva foram colados e retirados
da superficie da pele e armazenados em um frasco de vidro para a extragdo. Para a retirada

do foliculo piloso, trés gotas de cola de cianoacrilato foram adicionadas a pele que ja teve
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seu estrato corneo retirado e entdo um pedago de fita adesiva foi colocado sobre a cola e
apoOs a secagem, retirada em um unico movimento. Esse processo foi repetido e as duas
fitas com a cola foram transferidas para um frasco de vidro. Por ltimo a pele remanescente
foi cortada em pequenos pedagos e transferida para um terceiro frasco. Adicionou-se,
entdo, 5 mL de metanol a cada frasco com fita ou pele vedando-se bem o vidro para que o
solvente ndo evaporasse. A extracdo durou 15 h e foi realizada sem agitagdo. Apds esse

periodo, as solu¢des foram filtradas e utilizadas para contaminar as solu¢des de farmaco.

Para as analises com os interferentes presentes nas nanocapsulas de latanoprosta,
foi feita uma formulacdo contendo as nanocédpsulas vazias, ou seja, sem o farmaco. Para
isso, usou-se uma fase aquosa com 5 mg de alcool polivinilico e 80 mg de Tween 80
dissolvidos em 15 mL de 4gua ultrapura. Usou-se também uma fase organica com 10 mg
de policaprolactona dissolvidos em 4 mL de diclorometano. Gotejou-se lentamente a fase
organica na fase aquosa enquanto esta era agitada para que a dispersdo de nanocéapsulas
fosse formada. Uma vez terminado este processo, o diclorometano foi evaporado com o

auxilio de um rotaevaporador a 35°C por 15 min.
5.1.2. Seletividade

A seletividade do método para a latanoprosta em relagao aos possiveis interferentes
(camadas da pele e excipientes das nanocapsulas) foi inicialmente avaliada. Para isso, foi
analisado em sextuplicata solu¢des metanolicas de latanoprosta a 10 pg/mL sozinhas ou
contaminadas com aliquotas de 100 pL dos possiveis interferentes em questdo. Observou-
se entdo se os valores de precisdo e exatiddo para concentracdo mensurada das amostras
contaminadas comparadas as ndo contaminadas eram aceitaveis de acordo com as normas

vigentes (ICH e RDC N°166, 2017 - ANVISA).
5.1.3. Linearidade

Obteve-se uma curva analitica que relacionava as concentragdes de latanoprosta
com as areas dos picos obtidos pelo equipamento de cromatografia liquida. Para tal, uma
solu¢do mae de 50 pg/mL de latanoprosta foi diluida em metanol para sete concentragdes

(0,5 pg/mL; 2,0 pg/mL; 5,0 pg/mL; 10,0 pg/mL; 15,0 pg/mL 20,0 pg/mL e 25 pg/mL),
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que foram levadas ao equipamento para andlise. As diluicdes foram preparadas em
triplicata para cada concentragdo a partir de trés solu¢cdes mae independentes. As areas dos
picos correspondentes a cada concentragdo foram usadas para se obter a curva analitica,
com sua respectiva equagao linear. A linearidade foi determinada a partir do coeficiente de

correlagdo linear calculado para a curva obtida.
5.1.4. Precisdo e Exatidio

Para a avaliacdo desses parametros, dois analistas diferentes em dois dias diferentes
fizeram a andlise cromatografica de solu¢des em trés concentragdes diferentes da curva
analitica (2 pg/mL; 10 pg/mL; e 20 pg/mL) cada uma em triplicata. Para medir a precisao,
obteve-se o coeficiente de variagdo (CV) dividindo-se o desvio padrao da média das leituras
(o) por sua média (m) e multiplicando-se por 100, como demonstra a Equagao 1 (ANVISA

- RE no 899):
o
CV =—x100
m

Equacio 1

Para medir a exatidao dividiu-se a concentragdo obtida para cada andlise pela
concentragdo tedrica e multiplicou-se por 100, como demonstra a Equagdo 2 (ANVISA -
RE no 899):

Concentracao obtida

Exatiddo = — — x 100
Concentracao teodrica

Equacio 2

5.1.5. Limite de detec¢ao (LD) e Limite de Quantificacio (LQ)

Os limites de detec¢do e quantificagdo foram medidos de forma teodrica, seguindo
as normas RDC N°166, a partir das trés curvas analiticas obtidas conforme descrito acima.

Para se determinar a menor concentragdo de analito presente na amostra detectavel (LD),
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usou-se a seguinte equacao:

3,3 x desvio padrao do coeficiente linear das curvas analiticas

média do coeficiente angular das curvas analiticas
Equacio 3

Para medir a menor quantidade do analito em uma amostra que pode

ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis (LQ), usou-se a seguinte equacao:

10 x desvio padrao do coeficiente linear das curvas analiticas

média do coeficiente angular das curvas analiticas
Equacao 4
5.2. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

A latanoprosta extraida das camadas da pele foi analisada através de um método
analitico por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas inicialmente
proposto por OLIVEIRA et al. (2020). A fase movel foi composta de 0,1% (m/v) de acido
formico em agua (A) e 0,1% (m/v) de acido férmico em acetonitrila (B) aplicada ao sistema
de eluicao por gradiente com vazio igual a 0,5 mL/min, programada como A/B = 80/20
(0,01 — 4 min), 30/70 (4,1 — 10 min), e 80/20 (10,1 — 15 min). O volume de inje¢do das
amostras era igual a 2 pL e o forno mantinha a temperatura da coluna cromatografica a
30°C. O método também foi validado de acordo com pardmetros de seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, sensibilidade (limites de detec¢do e de quantificagdo) e

recuperagdo utilizando o processo de extragdo.
5.2.1. Seletividade

Neste método identifica-se o analito de estudo através de sua razdo massa-carga
(m/z) uma vez separado por cromatografia. Como essa ¢ particular de cada analito,
monitorar a razdo massa-carga também ¢ util para verificar a seletividade do método. O
espectrometro de massas ¢ capaz de determinar os picos correspondentes a cada espécie,

sendo assim possivel obter o cromatograma para cada analito a partir de uma amostra
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garantindo sua seletividade (IGLESIAS, 2013; SKOOG et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2020). Assim, solu¢des metandlicas de latanoprosta com e sem a adi¢do dos interferentes
de pele obtidos conforme descrito anteriormente (item 5.1.1) foram analisadas
monitorando a razdo massa-carga para a latanoprosta utilizando-se esse método e possiveis
alteracdes na quantificacdo do analito foram verificados para confirmar a seletividade do

método.
5.2.2. Linearidade

Para determinar a linearidade do método, foi considerado o efeito da matriz em que
a latanoprosta se encontrava na sua detec¢do. Sendo assim, nesses experimentos o firmaco
foi analisado na preseng¢a dos interferentes desta pesquisa. Foram feitas curvas de
calibrag¢do da latanoprosta em diferentes diluentes: metanol e extrato em metanol das trés
camadas da pele (estrato corneo, foliculo piloso e pele remanescente) obtidos por conforme

descrito anteriormente (item 5.1.1)

Desenvolveram-se as quatro curvas analiticas com seis concentragdes de
latanoprosta (0,05 pg/mL; 0,1 pg/mL; 0,2 pg/mL; 0,5 pg/mL; 0,8 ng/mL; e 1,0 pg/mL)
para se obter as areas dos picos correspondentes a cada concentragdo. Avaliou-se também
a significancia do efeito matriz na andlise do farmaco de estudo usando-se a seguinte
equacao:

Smatriz — Ssolvente
= x100

Ssolvente
Equacao 5

Onde: Smatriz ¢ o coeficiente angular da curva analitica da latanoprosta na matriz e

Ssolvente ¢ o coeficiente angular da curva analitica da latanoprosta no solvente.
5.2.3. Precisdo e Exatidio

Para se determinar a precisdo e a exatiddo, foram realizados os mesmos ensaios
realizados na valida¢do em cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do DAD.

Neste caso, no entanto, as concentragdes de latanoprosta escolhidas foram menores devido

21



a alta sensibilidade deste método analitico (0,5 pg/mL; 2 pg/mL; e 5 pg/mL) (IGLESIAS,
2013). Foram usadas as mesmas equagdes para medir os dois pardmetros e cada um foi
medido para as amostras metanol e para as amostras em extrato de cada camada da pele

analisada.
5.2.4. Limite de detecc¢dao (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados da mesma forma em
que foram determinados para o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo DAD, mas utilizando-se os dados das curvas analiticas obtidas para cada matriz

bioldgica seguindo-se este novo método analitico.
5.2.5. Estudos de recuperagdo

O objetivo deste ensaio foi validar o método de extragdo da latanoprosta das
matrizes bioldgicas da pele. Assim, inicialmente as camadas da pele foram separadas
usando a técnica de differential tape-stripping, que foi descrita no item 5.1.1. Apds a
separagdo, cada camada da pele acondicionadas em frascos diferentes foram contaminadas
com quantidades conhecidas de latanoprosta diluida em metanol. Manteve-se os frascos
abertos até a evaporacao do solvente restando apenas o farmaco seco em contato com cada
uma das camadas da pele. Entdo, adicionou-se 5 mL de metanol para a proceder a extragao.
Os frascos foram vedados e mantidos em repouso por 15 h. Apos esse periodo as dispersdes
foram filtradas e o filtrado analisado utilizando-se o método analitico. A recuperagdo de
latanoprosta em cada camada da pele e em cada nivel de concentracao foi entdo calculada
através da razdo entre concentragdo mensurada pela concentragao adicionada, como mostra
a Equagao 6.

Concentraciao mensurada

R% = = x100
Concentragao real

Equacao 6
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5.3. Desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas contendo latanoprosta

Nanocapsulas de policaprolactona foram obtidas através do método de evaporagao
do solvente e nanoprecipitacdo (PIRES et al., 2019; MILADI et al., 2016). Preparou-se
uma fase aquosa contendo 15 mL de agua ultrapura, 80 mg de Tween 80 e, em alguns
testes, 5 mg de 4dlcool polivinilico. Para chegar-se a propor¢cdo adequada de
polimero/farmaco na fase organica, a quantidade de latanoprosta foi fixada em 10 mg e
foram testadas diferentes proporgdes policaprolactona/latanoprosta: 1:1; 2:1; 3:1; 4:1; 5:1
e 6:1 (p/p). Foi preparada entdo, uma fase organica contendo diferentes quantidades de
policaprolactona e 10 mg de latanoprostra dissolvidos em 4 mL de diclorometano. A fase
organica foi gotejada com o auxilio de uma seringa na fase aquosa, enquanto agitada por
meio de agitacdo magnética ou um sonicagdo até ser formada uma nanoemulsiao. Depois
de formada a nanoemulsdo, o solvente organico foi evaporado com o auxilio de um

rotaevaporador, que operou a 35°C durante 10 min.

5.4. Caracterizacio das nanocapsulas poliméricas contendo latanoprosta

5.4.1. Tamanho médio, Indice de Polidispersividade e Potencial Zeta

Os nanossistemas desenvolvidos tiveram o seu tamanho médio, indice de
polidispersividade e potencial zeta determinados com o auxilio de um equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA). O tamanho médio e o indice de polidispersividade foi
avaliado por espalhamento da luz dinamica, enquanto o potencial zeta foi determinado por
meio da mobilidade eletroforética. Para a medi¢do desses trés parametros, 10 pL da
dispersdo das nanocéapsulas foram diluidas em 40 uL de dgua ultrapura. As leituras foram

realizadas em triplicata para cada amostra em temperatura ambiente.
5.4.2. Morfologia

A morfologia das nanocapsulas foi determinada com o auxilio de imagens obtidas
por meio de um microscopio eletronico de varredura (MEV JOEL, JSM-7000 IF). Para o
preparo das amostras, uma gota da dispersdo de nanocapsulas de latanoprosta foi diluida

em uma gota de dgua ultrapura (1:1 v/v) e colocada sob uma superficie isolante em cima
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de um suporte. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente até que a 4gua fosse
completamente seca. As amostras foram entdo metalizadas com ouro para serem levadas
ao equipamento e analisadas por meio de fotografias com aumento de até 5000 a 15000

vezes.
5.4.3. Eficiéncia de encapsulacdo

A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas nanoparticulas foi determinada
através da quantificacdo de latanoprosta ndo encapsulada separada por filtragdo da
dispersdo de nanocédpsulas. Para andlise do farmaco livre, 2 mL da dispersdo de
nanocapsulas de latanoprosta foi disposta em um sistema de filtragio Vivaspin®. As
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 min. Apds, 0,02 mL do filtrado foi
coletado e diluido em 0,98 mL de metanol e levado para analise em HPLC. A eficiéncia de

encapsulacdo foi entdo calculada de acordo com a Equagao 7:
EE% = [(Ftotal - Flivre)/ Ftotal] x 100
Equaciao 7

Onde: EE ¢ a eficiéncia de encapsulagdo em porcentagem, Fioal corresponde a quantidade
de farmaco total presente em 2 mL de dispersdo das nanocépsulas, e Fiiyve corresponde a

quantidade de fArmaco livre dosado do filtrado de 2 mL da dispersao.

Foi feito ainda um teste controle, em que se usou uma solugdo de latanoprosta em
metanol na mesma concentragdo da suspensido de nanocédpsulas e se procedeu a filtracao
por centrifugag¢io utilizando o sistema de filtragdo Vivaspin®. O objetivo era observar se o

farmaco ndo encapsulado também ficaria retido no sistema Vivaspin®, o que nio ocorreu.
5.5. Estabilidade das nanocapsulas poliméricas contendo latanoprosta

A estabilidade das nanocéapsulas foi observada através da medicdo de tamanho
médio das nanocépsulas, indice de polidipsersividade, potencial zeta, e teor total de
latanoprostra ao longo de 90 dias (dias 0, 1, 7, 15, 30, 60 e 90). Para a medicao do teor de

latanoprosta, 15 puL da solu¢do de nanocapsulas foram diluidos em 1,5 mL de metanol e
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analisadas pelo método em cromatografia liquida de alta eficiéncia. As amostras para os
outros testes desta se¢do foram realizadas como descritas anteriormente (item 5.4.1). As

amostras foram mantidas em triplicada em temperatura ambiente (25 £5°C) e a 6 + 2°C.
5.6. Estudos de solubilidade da latanoprosta

Foram feitos estudos para determinar a solubilidade da latanoprosta em diferentes
solventes com o objetivo de escolher um meio que sirva de solugdo receptora para ser usada
em experimentos que envolvem difusdo do farmaco, especificamente os ensaios in vitro de
liberagdo e permeacdo cutanea. Para isso, 1 g de latanoprosta (excesso) foi adicionada a 5
mL de cada um dos meios (solucdo tampao fosfato pH 7,2; s solu¢do tampao fosfato pH
7,2/etanol (6:4); solugdo tampao fosfato pH 7,2 com 2% de Tween 80 e solugdo tampao
fosfato pH 7,2 com 2% de SDS) e foi deixada sob agitacdo moderada por um periodo de
48 h. Apos, a dispersao foi filtrada em membrana de 0,45 um, o filtrado foi adequadamente
diluido em metanol e a latanoprosta quantificada por HPLC. Assim, a solubilidade foi igual

a concentracao de fArmaco na solugdo saturada em cada meio.
5.7. Estudos in vitro de liberacio da latanoprosta a partir das nanocapsulas

O perfil de liberacdo do farmaco a partir das nanocéapsulas foi obtido por meio de
estudos in vitro utilizando células “Franz”” e membrana de nitrocelulose. A membrana foi
colocada entre o compartimento doador e receptor de cada célula, sendo que este tltimo
compartimento foi preenchido com 15 mL de uma solugdo tampao fosfato pH 7,2 com 2%
de Tween 80 mantida sob agitacdo (300 rpm) e sob temperatura de 32 = 2°C. A dispersao

de nanocapsulas (1 mL) foi colocada no compartimento doador.

Amostras de 1 mL da solugdo receptora foram coletadas de tempos em tempos (20
min; 40 min; 60 min; 80 min; 100 min; 120 min; 150 min; 180 min; e 210 min) para analise
por CLAE, sendo que apos cada coleta um volume igual de solugdo receptora “limpa” foi
sendo reposta ao compartimento receptor. As amostras foram quantificadas em HPLC e
um grafico relacionando-se porcentagem de farmaco liberado em fun¢do do tempo foi

construido.
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5.8. Estudos in vitro de permeacio cutinea da latanoprosta a partir da dispersao

de nanocapsulas

Células de difusao tipo Franz foram montadas com pele retirada de orelhas de porco
separando os compartimentos doadores dos receptores. Este ultimo foi preenchido com
uma solucdo receptora (tampao fosfato pH 7,2 contendo 2% Tween 80), mantida sob
agitacdo (300 rpm) e a temperatura de 32 + 2° C. No compartimento doador, foi adicionado
1 mL da dispersao de nanocapsulas de latanoprosta (contendo 666,7 ng/mL de farmaco,
pH 7,2), ou 1 mL de uma solugdo de latanoprosta na mesma concentragdo em tampao
fosfato pH 7,2 contendo 2% Tween 80, utilizada aqui como controle do farmaco livre. O

experimento teve duragdo de 8 h e foi realizado em quintuplicata para cada formulacao.

Uma segunda série de experimentos foi realizada com as mesma formulagdes e de
maneira semelhante a descrita anteriormente; porém, antes de se comegar o ensaio de
permeacdo, uma aliquota (0,5 mL) da dispersdo de nanocéapsulas ou da solugao controle foi
colocada sob a pele e massageada com movimentos circulares do dedo indicador em um
unico sentido por 3 min (LEITE-SILVA et al., 2012). Apds, os fragmentos de pele foram
montados nas células de difusdo, o contetido de formulagdo completado para 1 mL e o

experimento foi conduzido da mesma forma anteriormente descrita por 8 h.

Ap6s a finalizacdo de cada experimento, os fragmentos da pele de porco foram
retirados da célula de difusdo, limpos com agua corrente, esticados e presos sobre um
suporte de isopor com o estrato corneo voltado para cima. Em seguida foi aplicada a técnica
de diferencial tape stripping (item 5.1.1) para separagdo do estrato corneo com o auxilio
de 10 fitas adesivas, dos foliculos pilosos com o auxilio de cola de cianoacrilato, e da pele
remanescente picotada. O farmaco foi entdo extraido de cada camada da pele em 5 mL de
metanol por 15 h, seguido por filtragem em filtros de 0,45 um, e quantifica¢do do farmaco
presente nas solugdes extratoras por LC-MS. O farmaco presente na solugdo receptora foi

também quantificado por LC-MS.
5.9. Avaliacio in vitro do potencial irritativo das nanocapsulas

O potencial irritativo da dispersdo de nanocapsulas de latanoprosta foi analisado por
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meio do ensaio de HET-CAM, previamente descrito na literatura (KALWEIT et al., 1990).
Para isso, ovos de galinha fecundados em seu nono dia de incubagao foram abertos em sua
parte inferior para expor a membrana corioalantéica (CAM). Entdo, 300 pL da dispersdo
de nanocépsulas foi colocada sobre a membrana por 20 segundos. Apos, a dispersdao das
nanocapsulas foi descartada e a CAM foi cuidadosamente lavada com uma solugao de NaCl
0,9% (m/v) para garantir a remogao total da formulacdo. A CAM foi observada visualmente
por 5 min (tempos 30 s, 3 min e 5 min) em relacdo ao aparecimento de qualquer um dos
seguintes fenomenos: hiperemia, hemorragia e coagulacdo para os quais foi atribuida uma
pontuacao, segundo KALWEIT et al. (1990). O tempo necessario para causar qualquer um
desses eventos foi totalizado para fornecer um valor numérico tinico, indicando o potencial
de irritacdo da amostra em uma escala com um valor méximo de 21, em que pontuagdo de
0 a 0,9 classificam a formulagao como nao irritativa, de 1 a 4,9 como levemente irritativas,

de 5 a 8,9 como moderadamente irritativas € de 9 a 21 como fortemente irritativas.
5.10. Analise dos dados

Para andlise da regressdo linear e desenvolvimento dos cromatogramas foi usado o
Software Microsoft Excel 2020 a partir dos dados obtidos pelas leituras cromatograficas.
Para andlise estatistica dos dados foi também utilizado o Software Prim Graphpad,
admitindo nivel de significancia p < 0,05. Diferencas significativas entre grupos de dados
independentes foram verificadas por Teste t ndo pareado para variancias populacionais

diferentes.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢cio por DAD

6.1.1. Ajuste de pardmetros cromatogrdficos

Ap0s realizados os testes descritos na se¢do 5.1, foi definido o comprimento de
onda em que as leituras seriam feitas e observado o tempo de retencdo do farmaco na
coluna. A Figura 7 mostra o cromatograma obtido para a solugdo metandlica da
latanoprosta, em que o pico do fairmaco foi mais bem detectado a 210 nm, 5,85 min apos

sua injec¢ao.
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Figura 7: Cromatograma obtido para uma solugdo de latanoprosta a 10 pg/mL eluinda
seguindo-se 0 método proposto por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao

por DAD.

Como pode se observar, o pico correspondente a latanoprosta apresentou-se
simétrico e relativamente distante do inicio da corrida devido & menor afinidade com os
solventes polares da fase movel do que da coluna apolar utilizada como fase estacionéria.
Também se apresentou distante do sinal referente ao metanol ("3 min) o que é muito
importante para que a andlise da latanoprosta ndo seja equivocada. Resultado semelhante
de separagdo foi obtido no trabalho em que este se baseou para definicio do método

analitico (PATEL et al., 2015).
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6.1.2. Seletividade

A Figura 8 apresenta os cromatogramas para a latanoprosta em amostras
contaminadas com os diferentes interferentes testados. Neste teste, amostras de 10 pg/mL
do farmaco diluido em metanol foi contaminado com 100 pL de extrato metandlico das

trés camadas da pele e uma solucao filtrada da dispersdo das nanocapsulas vazias.
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Figura 8: Cromatogramas das amostras contendo 10 pg/mL de latanoprosta (LAT) em
metanol e na presenca dos estratos metanolicos das camadas da pele (EC — estrato cérneo;
FP — foliculo piloso; PR — pele remanescente) e dos excipientes das nanocapsulas obtidos

por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢dao no DAD.

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 8, pode-se verificar que
nenhum dos interferentes alteram o sinal da latanoprosta. Porem em testes de recuperacao,
onde a latanoprosta foi dissolvida em extrato metandlico de camadas da pele, verificou-se
que o sinal para a latanoprosta foi significativamente alterado, suprimindo ou aumentando
o sinal do farmaco, e alterando seu tempo de elui¢do em 5,85 min. Com isso, pode-se inferir
que o método ¢ seletivo para a andlise da latanoprosta nas formulagdes e ndo seletivo para
andlise do farmaco extraido da pele, o que demandou o desenvolvimento de um novo
método mais seletivo para andlise das amostras dos experimentos que envolvem a pele

(ensaios de permeacdo cutanea).
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6.1.3. Linearidade

Para verificar a linearidade do método, analisou-se a resposta obtida para sete
concentragdes diferentes de latanoprosta. A Figura 9 mostra o resultado da curva analitica
para a latanoprosta em metanol nas seguintes concentragdes em triplicata: 0,5 pg/mL; 2

pg/mL; 5 pg/mL; 10 pg/mL; 15 pg/mL; 20 pg/mL e 25 pg/mL.
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Figura 9: Curva analitica em metanol obtida de andlises em triplicata. Faixa = 0,5 pg/mL

a 25 pg/mL; equagdo da reta: y = 21455x + 255,05; 2= 0,9993

Pode-se observar que o método foi capaz de se obter um grafico de tendéncia com
respostas analiticas diretamente proporcionais as diferentes concentragdes de latanoprosta.
Tem-se também que o coeficiente de determinagdo (r?) tem seu valor proximo a 1 (0,9993)
e acima do minimo recomendado (0,990), evidenciando a linearidade do método na faixa
analitica proposta (ANVISA, 2017). Esse comportamento nos possibilita a analise do

farmaco de estudo pelo método apresentado.

6.1.4. Precisdo e Exatidio
Os dados de ensaios de precisdo e exatiddo realizados por dois analistas em dois
dias diferentes para trés concentragcdes distintas da curva analitica encontram-se

apresentados na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1: Precisdo e exatiddo verificada pelos analistas 1 e 2 nos dias 1 e 2 para amostras

de latanoprosta nas concentragdes de 2 pg/mL ;10 ug/mL e 20 pg/mL.

Concentracio Concentracio .
Exatidao (%)

teorica medida Precisao (%)
(ng/mL) (ng/mL)
2 1.96 4.9 97,8
Ana%lstal 10 10,16 3.0 1016
Dial
20 20,72 0.7 103.6
2 2,09 0.3 104,7
Ana%lsta 2 10 9.88 0.4 98.8
Dial
20 2023 22 101,1
2 1,95 33 97,6
Analista 1 103.4
1 10,34 2 ’
Dia 2 0 0.3 x4
20 20,87 1.0 1043
2 2.10 0.6 104,9
Anapsta 2 10 10,17 1.2 101,7
Dia 2
20 20,48 2.0 102,4

Os resultados obtidos para precisdo mostraram variagdes sempre abaixo de 5% e os
para exatiddo, valores compreendidos entre 95 e 105%, de acordo com os valores
apontados pelas normas do International Conference of Harmonisation (ICH) e da RDC
N°166, de 24 de julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
para validacao de métodos analiticos. Conclui-se, portanto, que o presente método ¢ preciso

e exato considerando-se sua faixa de linearidade.

6.1.5. Limite de detecgdo (LD) e Limite de Quantificacio (LQ)

31



Os limites de detec¢@o e quantificagdo calculados de forma teodrica por meio dos

coeficientes angulares das retas das curvas analiticas e sdo apresentados na Tabela 2
abaixo.

Tabela 2: Limites de detec¢do e quantificagdo para método analitico em cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Limite de deteccdo (ng/mL)

Limite de quantificacdo (ng/mL)
0,25 0,77

Os valores minimos de deteccao e quantificagdo da latanoprosta foram menores que
1 pg/mL, limites suficientes para se quantificar o firmaco com precisdo e exatidao nos
experimentos subsequentes.

6.2. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
6.2.1. Seletividade e Linearidade

Ap0s realizadas as andlises, foi possivel se extrair um espectro para latanoprosta

baseado na sua razdo massa-carga, de onde era possivel distingui-la de outras substancias

massa para a latanoprosta,
A

respectivamente.
Latanoprosta ( B ) :

presentes na amostra analisada. As Figuras 10 e 11 apresentam o cromatograma e o
espectro de

Latasoprosta

m'z 397.30
3 0x10° o

Sinal

Sinal

Tempo

JU
T T Y T T r
4 6 s » 12 14

Tempo

Figura 10: (A) Cromatograma da latanoprosta (m/z 433,3) e (B) do seu fragmento (m/z
397,3), respectivamente, com tempo de retencao em 11,8 minutos.
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Espectro de Massas
Latanoprosta

Sinal

Figura 11: Espectro de massas da latanoprosta

A Figura 12 mostra os resultados para a curva analitica da latanoprosta em metanol
em triplicata com seis pontos. A curva obtida mostrou-se linear, com coeficiente de
correlacdo linear de 0,9994 — portanto, acima do recomendado - e com equagao da reta =

172370x + 6637,1.

1000000 -
900000 -
800000 -
700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Concentracio de latanoprosta (ng/mL)

Area do pico

Figura 12: Curva analitica para latanoprosta diluida em metanol, obtida em triplicata na
faixa de concentracdo de 0,1 a 5,0 pg/mL seguindo-se o método por LC-MS. Equacdo da
reta = 172370x + 6637,1; r* = 0,9994.
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Em métodos analiticos utilizando espectrometria de massas ¢ muito comum que a
matriz de onde o analito ¢ extraido interfira em sua deteccdo e quantificagdo (WONG et
al., 2009) (ZHOU et al., 2013; WILLE et al., 2012). Esse “efeito matriz”, portanto, foi
considerado na quantificacdo da latanoprosta. Assim, foram construidas curvas analiticas
do farmaco dissolvido tanto em metanol quanto e em extratos metanolicos das trés camadas

de pele que serdo analisadas (estrato corneo, foliculo piloso e pele remanescente).

A verificagdo dos coeficientes angulares das curvas de calibracdo do analito em
diferentes matrizes permitiu notar que houve erros sistematicos proporcionais no sinal do
analito, provocando um aumento com a insercao das diferentes matrizes em relagdo ao

farmaco dissolvido apenas em metanol (Figura 13).
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Figura 13: Correspondéncia entre as curvas em metanol e as curvas em solu¢do metandlica
contaminadas com as camadas da pele em triplicata. Equacdo da reta = 190358x + 6940,3;
12 =0,9978 para o Estrato Corneo. Equagdo da reta = 208000x + 15736; r> = 0,9993 para o
Foliculo Piloso. Equagdo da reta = 181124x + 16128; r* = 0,9969 para o Pele

Remanescente.

A Tabela 3 mostra os resultados do calculo do efeito matriz observado para cada curva
analitica contendo as diferentes matrizes bioldgicas em comparacao a curva obtida apenas

com o farmaco diluido no solvente.
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Tabela 3: Dados obtidos do efeito matriz na presenca de contaminantes (estrato corneo,

foliculo piloso e pele remanescente) para a latanoprosta nas diferentes matrizes.

% Efeito Matriz

Interferente
Estrato Cérneo 10,43
Foliculo Piloso 20,67
Pele Remanescente 5,07

De acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA (2017), o efeito matriz deve
apresentar um valor inferior a 15%, por se tratar de um método bioanalitico, para que o
sinal de intensidade do farmaco ndo seja entendido como maior do que o existente. Pela
Tabela 3, podemos perceber que nesse estudo, este pardmetro sé ¢ atendido para as matrizes
estrato corneo e pele remanescente. Assim, para que a quantificagdo realizada a partir de
farmaco extraido dos foliculos pilosos, uma curva com a presenga dessa matriz precisou
ser considerada para garantir a seletividade do método. Também, optou-se por se preparar
curvas com as outras matrizes da pele, a fim de assegurar maior confiabilidade em todas as

analises dos ensaios de permeag¢do cutanea.
6.2.2. Limite de Deteccio (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

A Tabela 4 apresenta os valores dos limites detec¢do e quantificacdo para a

latanoprosta nas diferentes matrizes analisadas.

Tabela 4: Limites de deteccdo e quantificacdo para a latanoprosta em metanol, estrato
corneo, foliculo piloso e pele remanescente.

Metanol (ng/mL) EC (pg/mL) FP (pg/mL) PR (ng/mL)

LD 0,044 0,124 0,046 0,141

LQ 0,135 0,376 0,138 0,426
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Os valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificagdo mostram a
possibilidade de se detectar e quantificar baixas concentragdes do farmaco nas diferentes
matrizes, sempre abaixo de 0,5 pg/mL. Esses limites foram menores que os conseguidos
anteriormente por cromatografia liquida por detecgdo em DAD, conforme era esperado, ja

o sistema com detec¢do em massas ¢ mais sensivel.
6.2.3. Precisio e Exatidio

A Tabela 5 a seguir apresenta os resultados para os testes de precisdo e exatidao do
método analitico para trés pontos da curva analitica (0,5 pg/mL; 2,0 pg/mL e 5,0 pg/mL

respectivamente), realizados em dois dias diferentes e por dois analistas diferentes.

Os valores obtidos para precisdo inferiores a 15% e os para exatidao entre 85-115%
se encontram dentro dos valores aceitos pela norma para métodos bioanaliticos (ANVISA,
2017). Assim, estes testes mostram que a quantificacao de latanoprosta feita seguindo-se o
método proposto se mostrarad confidvel por apresentar precisao e exatidao (ANVISA, 2017)

(ICH, 2005).
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Tabela 5: Valores de exatiddo e precisdo intra e inter-ensaio do método analitico para a
latanoprosta nas concentracdes de 0,5 pg/mL; 2,0 ug/mL e 5,0 pg/mL.

Conc. teodrica Concentracio Precisao Exatidao
Matriz
(ng/mL) experimental (ng/mL) (%) (%)
Metanol, 0,5 0,512 +£238,5 2,1 102,4
Analista 2,0 2,253 +1847,8 0,5 112,6
1 5,0 5,174 £10128,7 1,1 103,5
EC, 0,5 0,534 £2045,2 1,9 106,7
Analista 2,0 2,066 + 5454.,8 1,4 103,3
1 5,0 5,038 = 16605,8 1,7 100,8
FP, 0,5 0,49 + 2490 2,1 98,0
Analista 2,0 1,965 + 6591,4 1,5 98,2
1 5,0 4,661 £ 6624 0,7 93,2
PR, 0,5 0,547 +2472,3 2,2 109.,4
Analista 2,0 2,090 + 24878 4,9 104,5
1 5,0 5,38 +£ 193335 1,9 107,6
Metanol, 0,5 0,516+ 1825,3 1,576 103,136
Analista 2,0 2,078 + 6575 1,647 103,923
2 5,0 5,629 +7655,1 0,794 112,588
EC, 0,5 0,51 +£981,5 0,943 102,084
Analista 2,0 1,883 +10152,9 2,932 89,141
2 5,0 4,841 +£18251.,9 1,966 96,814
FP, 0,5 0,459 + 1733,7 1,558 91,859
Analista 2,0 1,853 +12739,9 3,176 92,652
2 5,0 4,5538 +£31365,7 3,268 90,77
PR, 0,5 0,558 £4221 3,602 101,59
Analista 2,0 2,052 + 8296,2 2,139 102,603
2 5,0 5,375 +37307,8 3,77 106,505

6.2.4. Estudos de recuperacio
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A Tabela 6 mostra o teor de latanoprosta recuperada das trés camadas da pele analisadas.

Tabela 6: valores de recuperacdo da latanoprosta quantificada nas diferentes camadas da

pele por extragdo overnight em metanol.

Estrato Cérneo Foliculo Piloso Pele Remanescente
Concentracao

tedrica de LAT Concentragao LAT Concentragao LAT Concentragao

LAT (ug/mL) recuperada mensurada recuperada mensurada recuperada mensurada

(%) (pg/mL) (%) (pg/mL) (%) (pg/mL)

0,5 80,236 0,401 87,647 0,438 90,538 0,453
2 83,389 1,668 81,238 1,625 90,499 1,81

5 78,709 3,935 79,23 3,961 82,07 4,103

Como pode-se observar na Tabela 6, o teor de latanoprosta recuperada das camadas
da pele encontram-se entre 78,7% e 83,3% para o estrato corneo, entre 79,2% e 87,6% para
o foliculo piloso e entre 82,1% e 90,5% para a pele remanescente. Esses valores denotam

uma eficiéncia no método extrativo em meio liquido utilizado para este tipo de analise.
6.3. Desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas contendo latanoprosta

A latanoprosta ¢ um farmaco lipofilico com coeficiente de parti¢do equivalente a 4,28
(PUBCHEM, 2020) e massa molar de 432,6 g/mol (PUBCHEM, 2020). Seu aspecto ¢ o de
um oleo viscoso e, portanto, sua veiculagdo como uma formulagdo de base aquosa de facil
administracdo e espalhamento pelo couro cabeludo do paciente seria impossivel. O
objetivo desta etapa do trabalho foi o desenvolvimento de uma formulacdo baseada em
nanocapsulas poliméricas para veiculagdo da latanoprosta. O polimero selecionado para
este proposito foi a policaprolactona. Esta escolha foi feita por se tratar de um dos
polimeros sintéticos biodegradaveis mais amplamente estudados em varias formulagdes
para administragdo de medicamentos (MOYERS-MONTOYA et al., 2016; LEMOINE et

al., 1996). Ela tem sido utilizada sozinha ou em combinagdo om outros polimeros pra
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alterar o comportamento de biodegradacio das nanoparticulas formadas (ROLDAN et al.,
2018). Além disso, a policaprolactona apresenta uma melhor estabilidade (PdI e potencial
zeta) comparada a outros polimeros como o poli (acido latico-co-acido glicélico), que € o
mais amplamente usado (PENA et al., 2015).

Nesta etapa de desenvolvimento, o objetivo foi desenvolver nanocdpsulas de
policaprolactona contendo a latanoprosta com dimensdes nanométricas para favorecer seu
acumulo nos foliculos pilosos, uma vez que estudos recentes apontam que nanoparticulas
de dimensdes inferiores a 250nm sdo mais propensas a se acomodarem nos foliculos
pilosos, direcionando a liberagdo do farmaco para essas estruturas, que sao alvo de acdo da
latanoprosta (MATOS et al., 2015; MOGENSEN et al., 2018; DOGE et al., 2017; HATEM
et al., 2018). Para isso, foram feitos testes usando diferentes propor¢des de farmaco e
polimero para se obter sistemas nanoparticulados em tamanhos pequenos e
homogeneamente distribuidos (PdI mais baixos).

Como descrito anteriormente, foi usado o método de evaporacdo do solvente. A
quantidade de latanoprosta para preparo das nanocapsulas foi fixada em 10 mg e a
quantidade de polimero para cada lote preparado foi aumentado de 10 mg a 60 mg, em
intervalos de 10 mg. Os resultados obtidos em termos de tamanho médio das nanocépsulas
formadas, PdI e nimero de populagdes de particulas formadas estio mostrados na Tabela
7.

Tabela 7: Tamanho médio, nimero de populagdes formadas e PdI de dispersdes de

nanocapsulas formadas a partir de 10 mg de latanoprosta e quantidades variadas de

policaprolactona.

Proporcio Tamanho médio das capsulas  Numero de PdI

PCL/LAT (nm) populagoes
1:1 2123 +4,34 1 0,422
2:1 247,6 + 3,25 1 0,387
3:1 312,9+5,67 2 0,544
4:1 148,5 + 4,25 3 0,457
5:7 * * *
6:1 * * *

Legenda: (*), ndo houve formagdo de nanocapsulas.
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Pela andlise dos resultados expressos na Tabela 7, optou-se por utilizar a proporc¢ao
de policaprolactona e latanoprosta de 1:1 (m/m), em que se utilizou a menor quantidade de
polimero e obteve-se uma unica populagdo de nanocépsulas com o menor didmetro médio
igual a 212,3 + 4,34 nm. As propor¢des maiores de polimero em relagdo ao farmaco
resultaram em mais de uma populagdo de nanocapsulas (proporgdes 3:1 e 4:1, m/m), ou
ndo proporcionaram a nanoestruturacdo do material (proporc¢des 5:1 e 6:1, m/m). Dessa
forma, deu-se prosseguimento aos estudos fixando essa propor¢ao de farmaco em relagao

ao polimero.

Outros parametros estudados foram a adi¢do de 5 mg alcool polivinilico como
agente estabilizante (MILADI et al., 2016) e a adi¢ao de um passo de homogeinizagdo com
o auxilio de um sonicador com o intuito de diminui¢cdo do tamanho de nanoparticulas e

reducdo em sua polidispersividade. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Tamanho médio (nm) e PdI de nanocapsulas de latanoprosta preparadas sem e

com a adi¢do de 5 mg de alcool polivinilico, e com ou sem sonicagao.

Alcool polivinilico Sonicacio Tamanho médio das PdI
nanocapsulas (nm)

- - 212,3+ 4,34 0,422

* - 217,1+3,27 0,403

- + 197,8 % 1,25 0,147

Legenda: (-), ndo houve adicao de alcool polivinilico ou uso de sonicador; (+) houve adi¢ao

de alcool polivinilico ou uso de sonicador.

Pode-se observar que apesar da adi¢ao de alcool polivinilico sozinho ndo ter
alterado significativamente tamanho e Pdl das nanocapsulas formadas, a sonica¢do da
dispersdo reduziu de forma significativa (p < 0,05) tanto o tamanho médio quanto o PdI
das nanoparticulas formadas. A energia, portanto, fornecida para o sistema na forma de

ultrassom deve ter auxiliado na formagdo de goticulas menores e de tamanho mais
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homogéneo do farmaco oleoso na nanoemulsdo inicial, tornando menores e mais
homogéneas as nanocapsulas a que deram origem. Essa observagdo estd de acordo com o
descrito para outros sistemas semelhantes ja descritos na literatura (MARTINS et al.,
2007). Assim, chegou-se a uma formulagao de nanocéapsulas que se julgou adequada para

prosseguimento dos estudos.
6.4. Caracterizacio das nanocapsulas poliméricas contendo latanoprosta

A Tabela 9 apresenta dados de caracterizagdo fisico-quimica das nanocépsulas
desenvolvidas em termos de tamanho médio, PdI, potencial zeta e eficiéncia de

encapsulacao.

Tabela 9: Resultados de tamanho médio, indice de polidispersividade e potencial zeta para

nanocapsulas de latanoprosta em policaprolactona (1:1)

Tamanho Indice de Potencial Zeta Eficiéncia de
Médio (nm) polidispersividade (mV) encapsulacio (%)
197,8 £2,3 0,15+0,01 -30,1 +£1,8 939+0,4

As nanocapsulas obtidas apresentaram didmetro em torno de 200 nm, tamanho que
deve ser adequado para promover sua deposicao nas aberturas foliculares apos aplicagao
topica (MATOS et al., 2015; MOGENSEN, 2018; DOGE, 2017). O PdI foi inferior a 0,2,
indicando se tratar de um nanosistema monodisperso. Além disso, analise de espalhamento
de luz dindmico mostrou que foi formada apenas uma populagcdo de nanocapsulas. Quanto
ao potencial zeta, a literatura mostra que valores iguais ou maiores que |30 mV]|
normalmente garante a estabilidade fisica de nanossistemas (RAMOS, 2018), evitando
aglomeragdo das particulas com o passar do tempo. De fato, as nanocdpsulas de
latanoprosta apresentaram potencial zeta médio de -30,1 mV. A carga negativa desse
sistema era esperada ja que a policaprolactona adquire essa carga quando em pH préximo

a neutralidade (CARRASCAL et al., 2019; JESUS et al., 2019).
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A andlise da morfologia das nanocépsulas, que foi realizada por fotomicrografias
obtidas por microscopia eletronica de varredura (Figura 14), mostrou se tratarem de
estruturas predominantemente esféricas de dimensdes inferiores a 500 nm, o que esta de

acordo com os dados de didmetro médio obtido por espalhamento de luz dinamico.

— 1 ——
15.0kv SEI _ SEM WD 14.7 x 10, X 15,000 15.0kv SET

Figura 14: Fotomicrografias das nanocdpsulas de latanoprosta obtidas por microscopia
eletronica de varredura. (A) Aumento de 5.000 vezes; (B) aumento de 10.000 vezes e (C)

aumento de 15.000 vezes.

Por fim, a eficiéncia de encapsulagdo da latanotrosta foi determinada e o resultado esta
apresentado na Tabela 9 acima. As nanocapsulas desenvolvidas apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo de 93,9 + 0,4%. Este resultado ¢ igual ou superior ao conseguido em outros
trabalhos que nanoencapsularam outros ativos oleosos utilizando o mesmo polimero
(NIEZABITOWSKA et al., 2018; MALIKMAMMADOV et al., 2018) e evidenciam o

sucesso no desenvolvimento dessas nanoestruturas.

6.5. Avaliacio da estabilidade das nanocapsulas poliméricas contendo

latanoprosta

A estabilidade das nanocépsulas foi avaliada considerando os pardmetros de tamanho
médio, PdI, potencial zeta, e teor de latanoprosta. O objetivo era avaliar o quanto essas
nanoestruturas dispersas em dgua conservam suas caracteristicas fisico-quimicas ao longo

do tempo sendo armazenadas tanto a temperatura ambiente (25 £5°C) quanto a 6 £2°C.

A Figura 15 mostra o comportamento das nanocapsulas em termos de tamanho

médio (Figura 15A) e PdI (Figura 15B) ao longo dos 90 dias.
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Figura 15: Variacdo de tamanho médio (A) e Pdl (B) da dispersdo das nanocéapsulas de

latanoprosta ao longo de 90 dias mantidas tanto a 25 +5°C quanto a 6 +2°C.

Alteragdes no tamanho médio das nanocapsulas juntamente com o PdI dao indicios
de perda de estabilidade fisica da nanoformulacdo pois indicam a coalescéncia das
particulas que pode resultar em perda de homogeneidade das amostras e até sedimentagao.
No dia 1 as amostras se encontravam com o tamanho de 194,9 + 1,3 nm e em ambas as
condi¢des testadas foi observado uma variagdo de mais ou menos 15 nm, que corresponde
a menos de 10% de variacdo. Esse resultado indica baixa probabilidade de ter havido
aglomeragao significativa ao longo do periodo. Ja o valor de PdI (Figura 13B) sofreu um
aumento mais significativo (aumentando de 0,18 a aproximadamente 0,35 para ambas as
temperaturas). No entanto, pelos valores deste indice ainda assim serem inferiores a 0,5,

pode-se considerar que as nanocapsulas ainda se apresentam monodispersas.
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O potencial zeta foi avaliado ao longo de 90 dias também visando observar a

estabilidade fisica do nanossistema. A Figura 16 mostra os resultados.
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Figura 16: Variagdo do potencial zeta das nanocdpsulas de latanoprosta mantidas a 25

+5°C e a 6 £2°C ao longo de 90 dias.

O potencial zeta de uma dispersdo de nanocéapsulas indica a tendéncia ou ndo dessas
estruturas se aglomerarem uma vez que uma carga superficial consistente resulta em
consideravel forca de repulsdo entre elas (CALVO et al., 1997). No dia 1, as amostras
apresentaram potencial zeta de -30,9 + 0,2 mV e mesmo com variagdes ao longo dos 90
dias, no dia 90 as nanocdapsulas estocadas a 6 + 2°C mantiveram esse potencial em -29,2 +
0,3 mV ao passo que as estocadas em temperatura ambiente tiveram seu potencial zeta
estabilizado em -25 £ 5 mV. Essas pequenas alteracdes no balanco de cargas, juntamente
com a pouca variacdo de distribuicdo de tamanho, indicam que o nanossistema foi
fisicamente estavel por pelo menos 90 dias, mesmo quando armazenado em temperatura

ambiente.

44



O teor de latanoprostra também foi monitorado e os resultados estdo mostrados na

Figura 17 abaixo.
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Figura 17: Teor de latanoprosta apds as nanoformulagdes serem mantidas a 25 +5°C e a 6

+2°C por 90 dias.

Na Figura 17, pode-se observar uma diferenca no comportamento das nanocapsulas
conservadas a 6 + 2°C comparado ao da nanoformulacdo conservada a 25 + 5°C. No inicio
do estudo o teor de latanoprosta era igual a 616,8 = 28,5 ug/mL e quando mantida em
temperatura ambiente esse teor caiu em aproximadamente 30% apos os 90 dias. J& para as
amostras armazenadas sob refrigeracdo, o teor de farmaco foi mantido durante todos os

dias analisados.

Assim, as formulag¢des contendo as nanocapsulas de latanoprosta quando armazenadas
a 6 =+ 2°C mantiveram suas caracteristicas fisico-quimicas praticamente inalteradas,

indicando estabilidade da formulagdo nesta temperatura.
6.6. Estudos de solubilidade da latanoprosta

Este estudo foi realizado com o intuito de se escolher a melhor solugdo receptora

disponivel para os testes de liberacdo e permeacdo. De acordo com a literatura, a
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latanoprosta apresenta solubilidade de 50 pg/mL em solugdo tampao fosfato, pH 7,2
(CAYMAN, 2013). Fez-se entdo, testes para descobrir se a adi¢do alguns co-solventes e
agentes solubilizantes selecionados poderia aumentar a solubilidade do farmaco. Os dados

obtidos estdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Solubilidade da latanoprosta (g/L) nos diferentes meios tamponados testados.

Meio testado Solubilidade (g/L)
Tampao pH 7,2 0,061
Tampao pH 7,2/etanol (6:4 v/v) 2,428
Tampao pH 7,2 + 2% de Tween 80 4,350
Tampao pH 7,2 + 2% de SDS 19,020

A solubilidade da latanoprosta em tampao fosfato em pH 7,2 foi semelhante ao
descrito na literatura (CAYMAN, 2013) e muito baixo, como era esperado. Esse valor foi
muito aumentado aproximadamente 40 vezes com a adi¢do de 40% (v/v) de etanol, 70
vezes com a adi¢ao de 2% de Tween 80 e 310 vezes com a adi¢dao de 2% de SDS. No
entanto, apesar dos testes mostrarem maior aumento de solubilidade de latanoprosta no
meio com a adi¢do do SDS, foi observado que esse agente promove a formacao de muita
espuma mesmo sob agitacdo moderada. Como a formacao de bolhas na superficie do meio
atrapalha os ensaios in vitro de liberag¢do e permeacao, a solu¢do contendo Tween 80 foi

selecionada como meio receptor para esses estudos.

Cabe ressaltar que a quantidade de latanoprosta colocada no meio doador das
células de difusdo ¢ igual a 666,7 ng, de modo que a maxima concentragdo de fArmaco nos
15 mL de meio receptor seria aproximadamente 45 pg/mL. Como a solubilidade de
latanoprosta no meio selecionado ¢ igual a 4350 pg/mL, os experimentos utilizando esse
meio ¢ quase 100 vezes maior, o que garante que os proximos experimentos, que envolvem

passos de difusdo, serdo realizados em condigdes sink.
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6.7. Estudos in vitro de liberaciao da latanoprosta a partir das nanocapsulas

A Figura 18 mostra o perfil de liberacdo da latanoprosta nanoencapsulada ao longo de 210

min de experimento.
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Figura 18: Perfil de liberacdo in vitro da latanoprosta encapsulada em nanocépsulas de

policaprolactona.

Como pode se observar, o controle exercido pelas nanocépsulas na liberacdo da
latanoprosta durou apenas 60 min, quando aproximadamente 74% do farmaco foi liberado.
A partir de entdo, atingiu-se um plateau, ou seja, ndo houve mais liberagdo do farmaco, ja
que provavelmente houve um equilibrio entre a porcentagem que permaneceu nho
compartimento doador e receptor da célula de difusdo. Outro trabalho também mostrou
nanocapsulas de policaprolactona se rompendo rapidamente e liberando em torno de 80%
do farmaco em 100 minutos de experimento (PENA et al., 2016). Foi realizado ainda um
teste controle utilizando-se uma solugio do farmaco livre no meio receptor. Porém, devido
a alta lipofilicidade do farmaco, que provavelmente se liga @ membrana lipofilica ao invés
de atravessa-la, os resultados ndo se mostraram confidveis e, portanto, ndo foram
apresentados na Figura 18.

Apesar do controle exercido pelas nanocapsulas na liberacdo do farmaco ser pouco
duradouro, ndo pode se afirmar que este comportamento seja inadequado para seu uso em

formulagdes topicas, uma vez que o mecanismo molecular de agdo da latanoprosta nos

47



foliculos pilosos ndo ¢ conhecido. E necessario, assim, a ocorréncia de testes clinicos em
estudos posteriores utilizando estas nanocapsulas para que essa caracteristica seja mais bem

avaliada.

6.8. Estudos in vitro de permeacgdo cutinea da latanoprosta a partir das

nanocapsulas

A Figura 19 apresenta as quantidades de latanoprosta recuperadas de diferentes
camadas da pele ap6s 8 h de tratamento com a dispersdo das nanocapsulas do farmaco ou

de uma simples solugdo aquosa contendo a mesma concentracao de farmaco.
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Figura 19: Recuperacio da latanoprosta das camadas da pele. A esquerda, resultados para
o teste controle sem e com massagem respectivamente. A direita, resultados para o teste

com as nanocapsulas sem e com massagem respectivamente.

Quando o experimento foi realizado aplicando-se as formulagdes sobre a pele sem

massageamento, comparado ao controle, as nanocapsulas foram capazes de aumentar a
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quantidade de latanoprosta que penetrou todas as camadas da pele analisadas, sendo que
nos foliculos pilosos esse aumento foi significativo (p < 0,05) e de aproximadamente 20%.

O massageamento das formulagdes sobre a pele impactou em alteragdes no perfil de
penetragdo da latanoprosta nas camadas da pele. Enquanto para a solu¢do controle, o
massageamento alterou de maneira significativa apenas a quantidade de farmaco que
atingiu a epiderme viavel. Quando esse estimulo foi feito sobre a formulag¢do contendo as
nanocapsulas, houve um pronunciado aumento da quantidade de latanoprosta que se
acumulou nos foliculos pilosos, e esse aumento significativo foi de aproximadamente 2

vezes (p < 0,05) se comparado a condi¢do sem massagem.

E interessante notar que esse efeito de aumentar o acumulo de farmacos lipofilicos
nanoencapsulados nos foliculos pilosos com a aplicacdo de uma simples massagem manual
foi recentemente notado em dois outros trabalhos cientificos, tanto quando para
nanocapsulas também poliméricas (USHIROBIRA et al.,, 2020) quanto para
nanocarreadores lipidicos (ANGELO et al., 2020), revelando que esta tendéncia pode estar
relacionada mais com o tamanho manométrico das particulas do que com a sua natureza

polimérica ou lipidica.

O fator de direcionamento folicular da penetracdo de um fdrmaco ¢ calculado através
da razdo da quantidade de fA&rmaco que penetra os foliculos pilosos pela quantidade total
de farmaco que penetra a pele. Ao analisar o fator de direcionamento aos foliculos pilosos
nas quatro condi¢des em que o teste foi realizado (com e sem massagem, nanocapsulas e
formulagdo controle), este ndo aumenta nos testes em que foi feito o uso de nanocéapsulas
comparado aos testes controle. No entanto, a formulagdo controle (latanoprosta em solug¢ao
tampao pH 7,2 com 2% de tween 80) ndo poderia ser usada em uma formulagdo topica
porque a presenga de tensoativo pode ser altamente irritante para a pele. Assim, propor

uma formulagdo de nanocépsulas neste caso ¢ extremamente relevante.

Em todos os experimentos aqui apresentados também foi analisada a solugdo receptora
das células de difusdo para avaliar a quantidade de latanoprostra permeada através da pele.
Em nenhum dos ensaios foi sequer detectada a presengca do farmaco nessa solugdo,

indicando ndo ter havido permeacao transdérmica. Esse resultado ¢ muito importante, uma

49



vez que garante que a latanoprosta ndo deve alcangar a corrente sanguinea a partir de
nenhuma das formulagdes e condi¢des testadas, garantindo que seu efeito deve ser apenas

topico, conforme esperado.

Os resultados desta etapa do trabalho mostraram que, de fato, as nanocapsulas sdo uma
alternativa interessante para entregar o farmaco aos foliculos pilosos em formulagdes
vidveis que ndo causam irritagdo a pele do paciente, por ndo conter solventes organicos ou

tensoativos.
6.9. Avaliacio in vitro do potencial irritativo das nanocapsulas

O ensaio HET-CAM foi utilizado para avaliar o potencial irritativo da
nanoformulacdo desenvolvida através da comparacdo com um controle negativo
(solugdode NaCl 0,9%) e um controle positivo (solugdo NaOH 1 mol/L). O teste foi

realizado durante 5 minutos e o resultado estd exposto na Figura 20.

Figura 20: Imagens da interacdo dos controles e da solu¢do de nanocapsulas de
latanoprosta com a membrana CAM. (A) Nanocéapsulas de latanoprosta. (B) Controle

negativo — NaCl 0,9% (p/v). (C) Controle positivo — 1 mol/L. de NaOH.

A formulacdo desenvolvida neste trabalho apresentou um indice de irritagdo igual

a 0, idéntico ao efeito causado pela aplica¢dao do controle negativo (igual a 0), ao passo que
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o controle positivo apresentou um indice de irritabilidade igual a 12. Pela andlise das
imagens contidas na Figura 20 ¢ possivel se visualizar essa diferenciacdo dos efeitos
causados pela formulagdo e controles, evidenciando o fato de a dispersdo de nanocépsulas
de latanoprosta ser considerada ndo irritante. Esse resultado estd de acordo com o
apresentado por outras particulas preparadas com o mesmo polimero (MAZZARINO et
al.,2015,ZHANG et al., 2017) e demonstra a seguranga da formulag¢ao desenvolvida neste

trabalho para uma aplicacdo topica por periodo prolongado.
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7. CONCLUSOES

As nanocapsulas de policaprolactona contendo latanoprosta desenvolvidas neste
trabalho apresentaram tamanhos pequenos o suficiente para conseguirem penetrar os
foliculos pilosos da pele, e foram capazes de encapsular mais de 92% do farmaco. As
amostras armazenas a 6°C se apresentaram fisico-quimicamente estaveis em relagao ao seu
tamanho médio, indice de polidispersividade, potencial zeta e teor de latanoprosta por 90
dias. O estudo de liberagdo mostrou que quase a totalidade da latanoprosta (76,12%) foi
liberada logo na primeira hora de experimento. A veiculagdo da latanoprosta na pele por
meio das nanocéapsulas aumentou em 20% nos testes sem massagem e em 87% nos testes
com massagem, comparando-se a formulagao controle e apresentou um potencial irritante
nulo para a pele. Assim, pode-se concluir que o sistema desenvolvido possui um alto

potencial de uso como formulagdo topica para o tratamento da alopecia androgénica.
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