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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidas nanoformulagdes com os inibidores da 5 alfa redutase,
finasterida (FIN) e dutasterida (DT), ancorados em nanoparticulas de maguemita coloidais
funcionalizadas com uma bicamada de &cido laurico (ION) visando a prevencao ou o tratamento
da perda de cabelo, em particular a alopecia androgénica, pela via de administracdo topica. Todos
0s componentes presentes nas nanoformulac6es foram escolhidos para atuarem em associagéo
com os farmacos. O ferro (Fe) presente no nucleo das nanoparticulas € um agente nutracéutico
importante para a satde do fio de cabelo e o acido laurico (AL), a FIN e a DT s&o inibidores da
5a-redutase, que atuam diretamente sobre um dos principais desencadeadores do processo
fisiopatoldgico da doenga que resulta na perda do cabelo. A natureza anfifilica da cobertura das
nanoparticulas possibilitou a nanoencapsulacdo de quantidades elevadas dos farmacos
hidrofébicos FIN e DT, praticamente insoldveis em meio aquoso, incorporados na parte
hidrofobica da bicamada de &cido laurico. O didmetro médio das nanoparticulas obtido por
microscopia eletronica de transmissdo foi de ~ 8 nm. As concentragdes de ION, Fe, FIN e DT
nas nanoformulacdes foram respectivamente iguais a 8,47 x10'? NPs/mL; 6,85 pg/mL; 250
pg/mL e 125 pg/mL, respectivamente. Métodos para a quantificagdo dos componentes das
nanoparticulas foram desenvolvidos e validados. As ION e Fe foram quantificados por
espectroscopia de ressonancia ferromagnética, associada a de absorcdo atbmica e os farmacos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A estabilidade das nanoformulacdes foi avaliada por
90 dias, a temperatura ambiente e a 10°C, ndo apresentando diferencas significativas dos
parametros monitorados: diametro hidrodindmico, potencial zeta, pH e eficiéncia de
encapsulacdo acima de 99%. Estudos de liberagdo foram realizados para ION-FIN e ION-DT os
quais mostraram que ocorreu a liberacdo controlada dos farmacos durante 5 dias. Estudos de
permeacdo cutanea in vitro com as nanoformulagdes ION-FIN e ION-DT, empregando o método
Saarbriiecken modificado, foram realizados por 12 e 24 horas. Os resultados mostraram que
ocorreu a permeacdo e a retencdo de ION, [Fe], FIN e DT nas trés camadas da pele: estrato
cérneo, foliculo piloso e pele remanescente. As caracteristicas inovadoras das nanoformulacoes
desenvolvidas e os resultados obtidos indicam que essas s&o uma alternativa promissora para o
tratamento da alopécia, pois antes mesmo da acdo dos ativos, a aplicacdo da nanoformulacao
promove um efeito de preenchimento devido a sua coloracao escura.

Palavras-chave: Alopécia; nanoformulagdes; nanoparticulas de éxido ferro; inibidores da 5 alfa
redutase; administracdo topica, finasterida, dutasterida.



ABSTRACT

In this work, nanoformulations comprising 5 alpha reductase inhibitors, such as, finasteride (FIN) and
dutasteride (DT), were developed for topical administration aiming the treatment of hair loss, particularly
androgenic alopecia. FIN or DT was anchored in colloidal magnetite nanoparticles functionalized with a
bilayer of lauric acid bilayer (ION). All nanoformulations components were chosen to act in association
with the drugs. Iron (Fe) present in nucleus of nanoparticles is an important nutraceutical agent for hair
health and the lauric acid (LA), FIN and DT are inhibitors of 5a-reductase, acting directly on one of the
main triggers of pathophysiological process of the disease resulting in hair loss. The amphiphilic nature
of nanoparticle coating made it possible to encapsulate high amounts of hydrophobic drugs such as FIN
and DT, in the hydrophobic portion of lauric acid bilayer. Mean nanoparticle diameter obtained by
transmission electron microscopy were ~ 8 nm. Concentrations of ION, Fe, FIN and DT in
nanoformulations were respectively, 8,47 x 102 NPs / mL; 6,85 ug / mL; 250 pg / ml and 125 pg / ml.
Methods for quantification of nanoparticle components were developed and validated. ION and Fe were
guantified by ferromagnetic resonance spectroscopy, associated with atomic absorption and drugs by high
performance liquid chromatography. Stability of nanoformulations was evaluated during 90 days, at room
temperature and at 10 °C, showing no significant differences of monitored parameters: hydrodynamic
diameter, zeta potential, pH and encapsulation efficiency that was 99%. Release studies were performed
for ION-FIN and ION-DT, showing controlled release of drugs during the time of 5 days. In vitro skin
permeation study by modified Saarbriiecken method were performed for 12 and 24 hours with ION-FIN
and ION-DT. Our findings showed permeation and retention of ION, Fe, FIN and DT in the three skin
layers: stratum corneum, hair follicle and remacenant skin, that were extracted by differential tape
stripping technique with aid of adhesive strips. ION, Fe, FIN and DT were quantified in each layer skin.
Our findings indicate the developed nanoformulations are highly promising for future treatment of
alopecia. Furthermore, the application of these formulations promotes a filling effect due to its dark
coloration.

Keywords: Alopecia; nanoformulations; iron oxide nanoparticles; 5 alpha reductase inhibitors; topical
administration, finasteride, dutasteride.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introdugéo

Na dindmica normal do ciclo do cabelo o processo de perda e de substituicdo ocorre
ciclicamente compreendendo as fases de crescimento, involucao, quiescéncia e regeneragéo,
conforme se observa na figura 1.1. A fase de crescimento (anagena) é caracterizada por intensa
atividade mitoética da matriz do cabelo com duracéo de 2 a 6 anos. Durante esse periodo, 0
alongamento do cabelo é relativamente constante e igual a 1 cm por més, e a duracdo desta fase
determina o comprimento final do fio de cabelo. A fase involutiva (catagena) dura cerca de 2-
3 semanas na qual as células da matriz param gradualmente de se dividir, eventualmente
queratinizam e os foliculos sofrem regressdo de até 1/3 de suas dimens6es. Quando ocorre a
queratinizardo completa, o cabelo entra na ultima fase do ciclo, o periodo de quiescéncia do
foliculo capilar (telogena) que dura cerca de 3 a 4 meses, no qual o cabelo queratinizado cai e
uma nova matriz é gradualmente formada, dando origem a um novo fio de cabelo que comeca
a crescer e o foliculo reinicia a fase anagena (CRANWELL; SINCLAIR, 2000). No estado
sadio, 85% dos cabelos do couro cabeludo encontram-se na fase anagena, 14% em catagena e
1% em teldgena (MATOS, 2014). Vaérios fatores podem levar a queda anormal dos cabelos:
questdes genéticas (AHMAD et al., 1998; COTSARELIS; MILLAR, 2001; LUDWIG, 1977),
autoimunes (AHMAD et al., 1998; LEW; SHIN; SIM, 2009; TARLOW et al., 1994),
enddcrinas (COTSARELIS; MILLAR, 2001; ROOK, 1965), metabdlicas (COTSARELIS;
MILLAR, 2001), nutricionais (TROST; BERGFELD; CALOGERAS, 2006), emocionais
(LENANE et al., 2014; ROOK, 1965), uso de medicamentos (COTSARELIS; MILLAR, 2001),
traumas mecanicos e térmicos (LEW; SHIN; SIM, 2009), infeccdes (SAKR et al., 2013),
cicatrizes (COTSARELIS; MILLAR, 2001), entre outros.

Alopécia é a diminuicdo excessiva de cabelos e atinge um grande percentual da populacéo
humana. Estudos apontam que mais de 50% dos homens com idade na faixa de 30 a 50 anos
(HIGGINS; CHRISTIANO, 2014; ROGERS; AVRAM, 2008), 15 a 30% das mulheres acima
de 30 anos e mais de 80% das mulheres na pré-menopausa (BIRCH; MESSENGER,;
MESSENGER, 2001), sdo afetados pela alopecia. Especificamente, a alopecia androgénica
(AA) é a forma mais comum de perda de cabelo em ambos os sexos (YIM; NOLE; TOSTI,
2014). O proprio termo, “AA”, reflete o conhecimento atual sobre o papel importante dos

androgenos e fatores genéticos na etiologia da doenca (RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010;



ROSSI et al., 2016). A incidéncia e a gravidade sdo mais comuns em homens caucasianos do
que de outras nacionalidades. Estima-se que as taxas de prevaléncia nas populagdes caucasianas
sejam de 12% entre os homens com idade entre 18 e 29 anos, 50% entre os homens com idade
entre 40 e 49 anos e aos 80 anos, mais de 90% dos homens caucasianos sejam afetados pela AA
(RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010).

\
- Cabelo
¥/ queratinizado

Regressdo @
/<— da célula
epitelial

Matriz do

cabelo Novo foliculo

/" capilar
L-Papila do cabelo

Figura 1.1 Ciclo normal do cabelo: fase andgena, fase catdgena e fase telégena (CRANWELL;
SINCLAIR, 2000).

O papel dos hormdnios androgénicos na fisiopatologia da AA é bem conhecido, de modo
que, o hormdnio sexual testosterona presente nas células do foliculo piloso é convertido em um
metabolito biologicamente mais ativo, a dihidrotestosterona (DHT) por meio da acéo da enzima
5 alfa redutase. A DHT liga-se aos receptores androgénicos com afinidade dez vezes maior do
que a testosterona, ativando genes responsaveis pelo aumento da expressdo dos receptores

androgénicos na regido, transformando gradualmente grandes foliculos terminais em foliculos

miniaturizados (BANKA; BUNAGAN; SHAPIRO, 2013; MOFTAH; ABD - ELAZIZ;

AHMED, 2013) conforme a ilustracdo da figura 1.2.

O aumento do nivel de DHT sistémico e a sua ac¢do sobre 0s receptores androgénicos no
foliculo piloso, levam a alteracéo do ciclo do cabelo, provocam uma diminuicdo gradual da fase
anagena, enquanto a duracdo da fase telégena permanece constante ou é prolongada, resultando
na reducdo do namero de foliculos pilosos na fase andgena e um aumento relativo desses na
fase telogena. Ha também uma miniaturizacao progressiva de todo o aparato folicular, levando
a conversdo gradual de pelos grossos e pigmentados (terminais) para fios finos e pouco
pigmentados (velus), com uma reducgdo progressiva da densidade capilar, diminui¢do do
didmetro, do comprimento, da pigmentacdo do cabelo levando a interrupg¢éo do crescimento e
a calvicie, caracterizada pela auséncia de cabelos na parte superior e frontal da cabeca,
poupando as areas laterais e posterior (BANKA; BUNAGAN; SHAPIRO, 2013).



O padréo tipico descrito sobre a perda de cabelo caracteristico da AA facilita o
diagnostico e distingue-o com facilidade de outros tipos de calvicie. Esse padrdo se deve ao
fato de que os foliculos pilosos nas regides frontal e vértex da cabeca sdo sensiveis a
androgénios devido a elevada expressdo dos receptores androgénicos nessas regides, enquanto
que, as regides occipital e temporal contém foliculos pilosos que ndo sdo sensiveis aos
hormonios androgénicos (BANKA; BUNAGAN; SHAPIRO, 2013).

Regides androgeno sensiveis Foliculo
miniaturizado
sem
pigmentagdo

J Grande foliculo
| terminal
queratinizado

Testosterona

Figura 1.2 Miniaturizacdo progressiva do cabelo em cada ciclo (CRANWELL; SINCLAIR, 2000).

Devido a natureza progressiva da AA, que pode resultar no desaparecimento do foliculo
piloso e consequente perda total do cabelo nas regides afetadas, o tratamento deve ser iniciado
precocemente, de maneira continua e por tempo indeterminado, uma vez que o beneficio ndo

serd mantido ao cessar a terapia.

1.2 Tratamento farmacologico da AA

O minoxidil administrado por via tdpica e a finasterida por via oral sdo as terapias mais
utilizadas para o tratamento da AA e os Unicos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) (BANKA; BUNAGAN; SHAPIRO, 2013; ROSSI et al., 2016). No
entanto, a disponibilidade de tratamento farmacoldgico depende do pais, de modo que, na
Coréia e no Japdo, a dutasterida oral (0,5 mg por dia) também é utilizada (MACDONALD,
2015). Portanto, os principais medicamentos sistémicos utilizados no seu tratamento sdo 0s
inibidores da 5 alfa redutase, a finasterida (FIN) (PRICE; MENEFEE; SANCHEZ, 2006;
ROSSI et al., 2016) e a dutasterida (DT) (BLUMEYER; TOSTI; MESSENGER, 2011), que
pertencem ao grupo dos 4-azasteroides.

O minoxidil tépico € um tratamento eficaz para AA, disponivel em solucdes de 2% e 5%
que, sendo aplicado duas vezes ao dia em doses de 1 mL (KANTI et al., 2016), tendo sido

aprovado para uso em pacientes masculinos e femininos (ALVES; GRIMALT, 2016;



BLUMEYER; TOSTI; MESSENGER, 2011; GOREN; NACCARATO, 2018; SUNG et al.,
2019).

O mecanismo de acao do minoxidil na AA ndo é completamente elucidado. Considera-se
que o minoxidil € convertido em sulfato de minoxidil, um metabdlito com efeito vasodilatador,
que faz com que o foliculo capilar miniaturizado permaneca mais tempo na fase anégena,
produzindo pelos semelhantes aos cabelos terminais e diminuindo a queda (RATHNAY AKE;
SINCLAIR, 2010) . S@o necessarios de 4 a 6 meses de tratamento para obter resultados
significativos e o efeito maximo é alcancado em aproximadamente 1 ano. No caso de
aproximadamente 50% dos homens que usaram a solucdo de minoxidil, o processo de queda de
cabelo ¢ interrompido e uma pequena porcentagem deles experimenta graus leves a moderados
de crescimento do cabelo. No entanto, apds a interrupcdo da terapia, os cabelos caem
novamente (BIENOVA et al., 2005).

O perfil de seguranca da solucdo tdpica de minoxidil é positivo, mas devido a presenca
de alcool etilico e/ou propilenoglicol na maioria das formulagdes comerciais, ocorrem alguns
efeitos colaterais como irritacdo, ardor, dermatite alérgica, vermelhiddo e ressecamento do
couro cabeludo, que podem ser agravados pela necessidade de repeticdo do processo
(RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010). Outro efeito colateral comum devido a agdo do
minoxidil é o efluvio telégeno, causado pelo estimulo de pelos ja na fase telégena a serem
eliminados precocemente (BLUMEYER; TOSTI; MESSENGER, 2011) e hipertricose em
diferentes areas fora do couro cabeludo (KALIYADAN; NAMBIAR; VIJAYARAGHAVAN,
2013).

A finasterida (C23H3sN202), cuja férmula estrutural é apresentada na figura 1.3
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008a), € um inibidor seletivo, competitivo e irreversivel
da enzima 5 alfa redutase do tipo Il (PRICE; MENEFEE; SANCHEZ, 2006), que bloqueia a
conversdo da testosterona no tecido periférico em seu analogo, a DHT. Consequentemente, a
diminuigdo dos niveis de DHT sistémica e no couro cabeludo, bem como o aumento da
testosterona, diminuem a ativacdo dos receptores de androgénicos nos foliculos pilosos
interrompendo o0 processo miniaturizagdo desses (DALLOB et al.,, 1994; TULLY;
SCHWARTZENBERGER; STUDDIFORD, 2010). A cetona C3 da FIN faz ligacGes de
hidrogénio com os residuos cataliticos dos aminoacidos Tirosina - 58 e Glutamato - 120
presentes no sitio ativo da enzima 5 alfa redutase, sendo uma explicacdo para a inibicao
competitiva que essa exerce (DRURY et al., 2009).

A FIN foi desenvolvida na década de 70 e aprovada pela FDA em 1992 para o tratamento

da hiperplasia prostatica benigna para administracdo oral na dosagem de 5mg/dia.



Posteriormente, observou-se que pacientes em tratamento com FIN para a hiperplasia prostatica
benigna também apresentavam uma reversdo nos sintomas da alopecia, e em 1997 esta foi
aprovada também para o tratamento da AA com administracdo oral na dosagem de 1mg/dia
(KAUFMAN; ROTONDA; SHAH, 2008; STOUGH et al., 2002; WOOD; PRICE, 1999).

H  CHs
CHs

Figura 1.3 Estrutura molecular da finasterida (FIN) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008a).

O potencial do emprego da FIN para o tratamento da calvicie continuou a ser investigado
ao longo do tempo (SINCLAIR, 2005). A acdo da FIN foi avaliada em doses de 1mg/dia, em
comparagdo a um placebo, em 1553 homens com idades entre 18 e 41 anos, durante cinco anos.
Os resultados mostraram uma diminuicdo visivel da perda de cabelo no grupo tratado em
comparagdo ao grupo controle, pacientes tratados com placebo. Os resultados mostraram que,
ao final de cinco anos, 75% dos pacientes tratados com placebo desenvolveram calvicie,
enquanto apenas 10% dos pacientes tratados com FIN desenvolveram a doenca (KAUFMAN
et al., 2008). A eficacia e seguranca do uso de FIN para o tratamento de AA em mulheres
também foi avaliada. Em adicdo, a FIN administrada na dosagem de 5mg/dia mostrou
resultados positivos apds 12 meses de tratamento (STOUT; STUMPF, 2010). Como a FIN pode
apresentar efeitos teratogénicos, € necessario cautela no emprego deste farmaco em mulheres
em idade fértil, sendo imprescindivel evitar a gravidez. Os efeitos colaterais foram cefaleias e
irregularidades menstruais (PERERA; SINCLAIR, 2014).

A DT (Cao7H30FsN202), cuja estrutura é apresentada na figura 1.4 {Formatting Citation} é
um inibidor da 5 alfa redutase (SANTOS; SHAPIRO, 2014), também usado no tratamento da
hiperplasia prostatica benigna (WU; KAPOOR, 2013). Seu efeito é trés vezes mais potente do
que a finasterida na inibicdo da 5 alfa redutase tipo | e 100 vezes mais potente na inibi¢ao da 5
alfa redutase tipo Il, porém, o mecanismo de interacdo e inativacdo das enzimas pela DT néo é
conhecido. O emprego da dutasterida, na dose de 0,5mg/dia, levou a redugéo dos niveis séricos
de DHT em aproximadamente 90% devido a sua capacidade de inibir as isomorfas | e Il da
enzima, enquanto a finasterida, na dose de 5mg/dia, diminui a DHT sérica em 70% (CLARK
et al., 2004; DALLOB et al., 1994; LOLLI et al., 2017). Embora a 5 alfa redutase do tipo |



tenha sido relatada como localizada predominantemente na pele, tanto em foliculos pilosos
quanto em glandulas sebaceas, a do tipo |1 é encontrada nos 6rgédos genitais masculinos, prostata
e também nos foliculos pilosos. Portanto, a DT, um inibidor duplo, em hipdtese seria mais
eficaz quando comparado ao inibidor seletivo do tipo | como a finasterida (SHANSHANWAL,;
DHURAT, 2017) . Conforme foi mencionado, a DT € licenciada para o tratamento da AA na
Coreia do Sul desde 2009 e no Japéo desde 2015 (MACDONALD, 2015), enquanto nos Estados
Unidos ainda ndo (CHOI et al., 2016; SHAPIRO; OTBERG, [s.d.]), porém € prescrita off-label
na dosagem de 5mg/dia. A utilizacdo da dose de 2,5mg de DT tambem foi investigada e se
mostrou mais eficiente na supressé@do da DHT no couro cabeludo em comparagdo com a DT
0,5mg e a FIN 5mg (OLSEN et al., 2006). Entretanto, a dose de 2,5mg foi associada a uma
maior prevaléncia de efeitos secundarios sexuais como a diminuicao da libido (OLSEN et al.,
2006). Outros estudos mostraram que 75% dos pacientes que nao responderam ao tratamento
com FIN 1 mg/dia e posteriormente foram tratados por 6 meses com 0,5 mg/dia de DT tiveram
0 processo de perda progressiva do cabelo interrompido (INUI; ITAMI, 2011; VAN NESTE et
al., 2000)
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Figura 1.4 Estrutura molecular da Dutasterida (DT) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008b).

Embora os inibidores da 5 alfa redutase FIN e DT sejam eficazes no tratamento de AA,
as terapias disponiveis os utilizam apenas na forma oral, que ocasionam efeitos adversos
resultantes da acéo sistémica que reduzem os niveis de DHT por todo o corpo, desencadeando
efeitos secundarios, como: a disfuncdo erétil, perda da libido, distdrbios da ejaculagdo e
ginecomastia (GUPTA; CHARRETTE, 2014; GUR; KADOWITZ; HELLSTROM, 2013;
MYSORE, 2012). Para evitar esses efeitos adversos, uma op¢do promissora € a administragdo
da FIN e DT por via topica, visando limitar a acdo do farmaco ao local da aplicacdo
(HAJHEYDARI; AKBARI; SAEEDI, 2009; MADHESWARAN et al., 2015; SOUSA; TOSTI,
2013).



1.3 Nanosistemas

Nanobiomateriais empregados como sistemas de veiculagdo de farmacos estdo tendo
grande impacto na melhoria da eficiéncia do tratamento de muitas patologias, porém a sua
aplicacdo em grande escala depende do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, por
meio da sintese de novos sistemas carreadores, de diferentes vias de administracdo e de
adequagdes bionanotoxicoldgicas (PRIDGEN et al., 2013; SMITH et al., 2013).

Dentre os nanomateriais com potencial para a veiculacdo de farmacos, pode-se citar 0s
lipossomas (DE SA et al., 2015), as nanoemulsdes (RIBEIRO et al., 2016), as nanoparticulas
(NPs) (MATOS et al., 2015), e os nanocompositos (ALCANTARA et al., 2011;
MOSINIEWICZ-SZABLEWSKA et al., 2018; SOLER, 2018) entre outros. As NPs podem ser
preparadas a partir de polimeros (PIRES et al., 2017; PY-DANIEL et al., 2016), lipideos
(VENANCIO et al., 2017), 6xidos de ferro superparamagnéticos (NUNES et al., 2014; SOLER
et al., 2011), de metais (GOMES et al., 2018), etc. Estes nanossistemas tém se destacado por
promoverem diagnoésticos mais precisos e/ou alternativas terapéuticas eficientes que
possibilitam a administracdo de moléculas biologicamente ativas em local especifico, com
eficiéncia terapéutica relevante e efeitos colaterais minimos (AHN; JUNG; LEE, 2013;
ESPINOSA et al., 2016; LAWRENCE; REES, 2012).

A administracdo tdépica, em particular, € uma estratégia muito atraente por oferecer
vantagens em diversas circunstancias quando comparadas as demais vias de administracéo,
superando aspectos relacionados as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas. As
abordagens tdpicas adotadas atualmente para a administracdo de farmacos incluem géis
transferosomais, microemulsdes, nanoemulsGes e nanoparticulas poliméricas e lipidicas
(CASTRO; FERREIRA, 2008).

Devido a estrutura complexa e bem organizada da pele humana, a maioria dos farmacos
apresentam dificuldades para permea-la. Em geral, os sistemas nanoparticulados permeiam
mais a pele do que as formulac¢des néo particuladas (PEREIRA et al., 2018). As nanoparticulas,
particularmente, desempenham um papel importante no direcionamento de farmacos via
apéndice cutaneo, na qual por meio dos foliculos pilosos conseguem uma penetracdo mais
profunda na pele do que os farmacos liquidos convencionais. Em adigdo, as NPs podem
depositar o farmaco nos foliculos pilosos permitindo uma libertagdo sustentada desse para 0s
tecidos adjacentes (LADEMANN et al., 2006, 2007; RABER et al., 2014; VOGT; BLUME-
PEYTAVI, 2014).

Nanosistemas abaixo de 100 nm sdo ideais para a veiculacdo de fa&rmacos direcionados

aos foliculos pilosos e em torno de 200 nm a liberagdo ocorre até a parte do istmo do foliculo



piloso. Sendo assim, os nanosistemas tém uma tendéncia natural de se acumular nos foliculos
pilosos, o que contribui para o transporte de fA&rmacos através da pele e o acimulo desses na
unidade folicular que é particularmente importante no tratamento de doencas como a alopécia
(PEREIRA et al., 2018; VOGT et al., 2005; VOGT; BLUME-PEYTAVI, 2014).

1.4 Nanoparticulas de oxido de ferro

Entre os nanomateriais que tém sido empregados como plataformas para o ancoramento
de farmacos e marcadores destacam-se os Oxidos de ferro de baixa dimensionalidade que
apresentam comportamento superparamagnético e alta biocompatibilidade, por isso tém
recebido muita atencdo em areas como a fisica, a biologia, a quimica e a medicina. O
comportamento superparamagnético de particulas magnéticas monodominio é similar ao dos
materiais paramagnéticos, no sentido de que perdem sua magnetizacdo quando o campo
magnético aplicado é removido. Podem ser funcionalizadas com moléculas propicias para
interagir com, ou ligar-se a entidades bioldgicas, apresentando grande potencial para aplicacdes
em biomedicina, em imagem, para melhoria do contraste em imagens de ressonancia magnética,
ou terapias como sistemas para liberacdo de farmacos, marcadores, hipertermia magnética,
entre outras (SOLER; PATERNO, 2017). Adicionalmente, as particulas de oxidos de ferro
superparamagnéticas (iron oxides nanoparticles — IONs) tém um grande impacto nas novas
tecnologias industriais como o desenvolvimento de Oleos isolantes para transformadores,
estruturas para a spintronica, bioletroquimica, catélise, e sensores quimicos (ALCANTARA et
al., 2013b, 2013a). Em adicdo, as particulas ION podem ser sintetizadas por rotas quimicas
umidas, com controle razoavel de forma, tamanho, composicéo, cristalinidade e propriedades
fisicas. Apds a sintese essas particulas podem sofrer tratamentos superficiais adequados para
serem dispersas em solventes polares ou apolares produzindo suspensdes coloidais altamente
estaveis (ALCANTARA et al., 2011; VIALI et al., 2010). Em geral, esta funcionalizacio é
realizada com moléculas ou macromoléculas especificas para determinada aplicacdo, as quais
podem desempenhar papéis fundamentais nas propriedades desses coloides: i) conferir as
particulas um mecanismo para promover a estabilidade coloidal; ii) introduzir a carga
superficial, e a configuracdo adequadas para preparar 0s compasitos e iii) servir como agente
de acoplamento para a imobilizacao de farmacos ou biomoléculas passiveis de reconhecimento
por receptores especificos; iv) e ainda ser o proprio farmaco, por exemplo, o polimero
condroitina (RIVERA et al., 2019).



1.5 Revisédo Bibliografica

As principais vias potenciais de entrega de farmacos na pele ilustradas na figura 1.5
(CARAZO et al., 2018) sdo: (i) a via intercelular, na qual o farmaco se difunde ao redor dos
cornedcitos depositando-se na matriz lipidica; (ii) a via transcelular, na qual o farmaco se
difunde através do estrato corneo intacto (cornedcitos e matriz lipidica extracelular) e (iii) via
apéndices cutaneos, onde o farmaco se deposita nos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
glandulas sudoriparas ( GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008). A via transepidérmica, que €
a dominante, é composta por duas vias: transcelular e intercelular. A difuséo via transcelular é
preferida por farmacos hidrofilicos. Em oposicdo, os farmacos lipofilicos entram pela via
intercelular. Na introducdo via apéndices cutaneos, os foliculos pilosos sdo uma alternativa para
evitar o estrato corneo, e deste modo contribuem significativamente para a penetracdo de
farmacos, porque proporcionam um aumento da area superficial, e facilitam a ultrapassagem da
barreira epidérmica em direcdo as partes mais profundas da pele, permitindo a entrada de ions
e grandes moléculas polares (CARAZO et al., 2018; PLANZ; LEHR; WINDBERGS, 2016).

Epiderme
Estrato

/ Local Efetor
) Comeo

Efeito

sistémico Rota Transapéndice:
Foliculo piloso
Glandulas sebasea

Figura 1.5 Principais vias potenciais de entrega de farmacos na pele (CARAZO et al., 2018).

A nanotecnologia tem contribuido para o desenvolvimento de nanosistemas
biocompativeis com novas estratégias na prevencao e no tratamento da alopécia. Em geral esses
nanossistemas, ultrapassam a primeira barreira da pele, o estrato corneo, promovem a liberacao
controlada do farmaco a alvos especificos, como no foliculo piloso, elevando a concentragédo
local, aumentando a atividade terapéutica em doses menores, reduzindo as administracoes e 0s
efeitos colaterais (PEREIRA et al., 2018).

Alguns nanosistemas lipidicos (etossomas, niossomas, lipossomas, nanoparticulas

lipidicas) e nanoparticulas poliméricas, listados na tabela 1.1, tém sido investigados para a
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veiculagdo tdopica de minoxidil, FIN e DT, visando o tratamento da AA. Dentre 0s

nanossistemas lipidicos, as nanoparticulas foram estudadas para a entrega de farmacos

direcionados aos foliculos pilosos, porque o transporte de farmacos para dentro do foliculo

depende da interacdo com o sebo que o preenche.

Tabela 1.1 Principais contribui¢cbes dos nanosistemas para perda de cabelo (Adaptado de Pereira et al,

2018).

Nanoparticulas

Medicamentos

Diametro

Testes

Vantagens

Nanoparticulas lipidicas
solidas

Minoxidil

190 nm

In vitro

Alvo da entrega de farmacos
para os foliculos pilosos e
aumento no crescimento de
novos foliculos (PADOIS et al.,
2011)

Portadores de lipideos
nanoestruturados

Minoxidil

Finasterida
Dutasterida

281,4 nm; 200
nm 177 nm
200 nm

187,6 nm

In vitro

Boa estabilidade fisica e quimica no
armazenamento, melhor eficiéncia de
encapsulagdo e maior disponibilidade
do farmaco (ALJUFFALI et al., 2014;
GOMES et al., 2014; NOOR et al.,
2017; UPRIT et al., 2013; WANG et
al., 2017)

Lipossomas

Minoxidil
Finasterida

1-5pm
3,66 um

In vitro

Formacdo de pelicula de
fosfolipidios na pele que interage
com sebo, facilitando a
penetragdo e acumulo folicular
(JAIN et al., 2009;
TABBAKHIAN et al., 2006)

Etosomas

Finasterida

92 nm

In vitro

Aumento do fluxo de permeagdo
(RAO et al., 2008)

Niossomas

Minoxidil
Finasterida

Estudo
clinico

Maior acimulo de farmacos nas
camadas da pele (MURA et al.,
2007a; TABBAKHIAN et al.,
2006)

Transferosomas

Minoxidil

In vivo

Crescimento promovido do cabelo
(RAMEZANI et al., 2018)

Quitosana/nanoparticulas de
lecitina

Minoxidil

271 nm

In vitro

Maior estabilidade e aumento da
concentragcdo de farmacos nos
foliculos pilosos (MATOS et al.,
2015)

Microparticulas de quitosana

Minoxidil

2.9-42um

In vitro

Nanoparticulas retidas no
foliculo piloso.
Liberagdo controlada do farmaco

(GELFUSO et al., 2011, 2015)

PLGA/Microesferas/granulos
efervescentes

Finasterida
Minoxidil

300 nm; 2 um
0,2 milimetro

In vitro

Liberagdo controlada e aumento da
acumulagéo de farmacos

Os estudos mostraram que os sistemas formados por minoxidil encapsulado em
nanoparticulas lipidicas sélidas (PADOIS et al., 2011), lipossomas (JAIN et al., 2009) e

niossomas (MURA et al., 2007b) apresentaram acumulo do farmaco nas camadas da pele

devido a formacdo de uma pelicula de fosfolipidios na mesma que interagiu com o sebo

facilitando a penetracéo folicular. O mesmo ocorreu com a finasterida veiculada por lipossomas

e niossomas (TABBAKHIAN et al., 2006). Em outro estudo in vivo, 0s resultados mostraram

que o sistema contendo minoxidil em transferossomas (RAMEZANI et al., 2018) promoveu 0
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crescimento do cabelo. Em resumo, sistemas contendo o minoxidil, a FIN e a DT (NOOR et
al., 2017) veiculados em nanocarreadores lipidicos apresentaram estabilidade fisica e quimica,
melhoria da eficiéncia de encapsulacdo e aumento da liberagcdo dos farmacos (ALJUFFALI et
al., 2014; GOMES et al., 2014; UPRIT et al., 2013; WANG et al., 2017), quando comparados
as formulagdes ndo particuladas.

As nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e biocompativeis também tém sido
investigadas como sistemas de transporte de farmacos para o tratamento da alopecia. Os
polimeros biodegradaveis naturais mais utilizados sdo a quitosana, a albumina, a gelatina e o
alginato e os sintéticos sdo a policaprolactona, os copolimeros de poli(lactideo-co-glicolideo),
poli(aminoécidos) e poli (lactideo). Os estudos mostraram que as nanoparticulas poliméricas
protegem os medicamentos encapsulados da degradacéo e controlam a liberagdo dos mesmos.
O tamanho das particulas também exerce influéncia na deposicéo do farmaco no foliculo piloso.
Estudos mostram que particulas de 5 um ndo penetram nas camadas lipidicas do estrato cérneo,
sendo retidas apenas infundibulo dos foliculos pilosos, enquanto as de 20-40 nm atingem uma
penetracdo mais profunda permitindo a entrega de medicamentos ao nivel do bulbo capilar,
local de extrema importancia para o crescimento capilar devido as células da matriz e
melandcitos. As nanoparticulas com didmetros menores ficam presas na estrutura do foliculo
piloso, pois ndo podem fluir através do sebo e consequentemente, apresentam maior
disponibilidade do farmaco no local de acdo. Em adi¢do, particulas maiores, com tamanho entre
228 e 365 nm podem atingir a entrada da glandula sebacea no istmo (PEREIRA et al., 2018).

Microesferas contendo finasterida e NPs do copolimero poli(lactideo-co-glicolideo)
apresentaram biocompatibilidade e grande potencial no tratamento da alopecia (ROQUE et al.,
2017), pois ocorreu a liberacdo continua do farmaco por até 5 - 6 semanas (PENG et al., 2007).

No estudo do sistema formado por nanoparticulas de quitosana e sulfato de minoxidil
com didmetro médio de 271 £ 59 nm, verificou-se um aumento de duas vezes da concentracdo
dentro dos foliculos pilosos ap6s 6 h do inicio do experimento, em comparacdo com uma
solucgéo controle (MATOS et al., 2015), enquanto que no caso de microparticulas com sulfato
de minoxidil com dimensdes variando de 2,9 a 4,2 pum aumentou 0 acumulo do farmaco em seis
vezes nos foliculos pilosos em relacdo a solucdo de sulfato de minoxidil (GELFUSO et al.,
2015). No caso de outro estudo com granulado efervescente de minoxidil (0,2 mm) o aumento
do farmaco nos foliculos pilosos foi de 2,7 vezes (PEREIRA et al., 2017). Portanto, os
resultados disponiveis dos estudos realizados mostram que sistemas formados por nano e

microparticulas sdo adequados para o controle da liberacdo de farmacos (GELFUSO et al.,
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2011; MATOS et al., 2015), o que pode resultar em beneficios potenciais e a adesdo do paciente
ao tratamento.

No caso dos estudos sobre a administracdo da FIN por via topica empregando
formulacBes contendo lipossomas, observou-se que a permeacdo da FIN na pele total foi
aumentada devido a adicao de agentes poliméricos (BIRUSS; VALENTA, 2006). O potencial
dos lipossomas e niossomas como veiculos de liberagdo topica da FIN foram avaliados em
estudos de permeacdo in vitro e estudos in vivo apresentando um aumento significativo no efeito
de permeacdo e retencdo local do farmaco, comparado a solucdo hidroalcéolica de FIN
(TABBAKHIAN et al., 2006). A aplicagdo de lipossomos multilamelares constituidos por
fosfolipidios hidrogenados com FIN também aumentou a permeacdo do farmaco fazendo com
que a deposicdo do mesmo na pele fosse cinco vezes maior do que a da solucao controle e o gel
com FIN (KUMAR et al., 2007).

Estudos demonstraram que 0s etossomas sS40 nanocarreadores vesiculares promissores
para a administracao topica de FIN, pois apresentaram excelente eficiéncia de encapsulagédo do
farmaco e em experimentos in vitro aumentaram a permeacao e retencdo deste na pele, em
comparacdo com solucdo aquosa, hidroetanolica e lipossomas convencionais contendo FIN
(RAO et al., 2008). Outros trabalhos também mostraram o potencial de nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas e nanoparticulas de fase liquido cristalina como
carreadores topicos para a FIN e paraa DT (CEVC; VIERL, 2010; LAPTEVA; KALIA, 2013;
MADHESWARAN et al., 2015; PROW et al., 2011; RAO et al., 2015; ZHANG; MICHNIAK-
KOHN, 2011).

Os resultados da pesquisa detalhada realizada na literatura ndo mostraram estudos sobre
0 desenvolvimento de formulagbes baseadas em nanocarreadores magnéticos para
administracdo topica direcionada ao foliculo piloso, visando a prevencdo ou o tratamento da
alopecia. Portanto, ndo foram encontrados relatos sobre a aplicacdo tépica de nanocarreadores
magnéticos de oxido de ferro associados a inibidores da 5 alfa redutase, como a FIN e DT,
visando o tratamento de doencas associadas aos foliculos pilosos, como a alopécia, € a sua
distribuicdo e quantificacdo nas camadas da pele. Diante dos desafios concernentes a
administracdo topica desses farmacos, as IONs representam uma alternativa inovadora devido
a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e imunogenicidade, além de serem
superparamagneticas. Adicionalmente, quando metabolizadas in vivo produzem compostos
indcuos; podem ser sintetizadas por métodos quimicos de baixo custo e dispersos como

coloides; sdo aprovadas pelo FDA e tém sido utilizadas em uma ampla gama de aplica¢Ges
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biomédicas, tendo elevada aceitacdo na inddstria farmacéutica (EL-HAMMADI; ARIAS,
2015b; KRATZ, 2008).

Estudos recentes, avaliaram a penetracdo de IONs na pele com estimulos fisicos
(Sonoforese) e quimicos (&cido oleico), demonstrando que mesmo na presenca desses
intensificadores, a penetracdo das IONs ficou restrita & camada superior do estrato corneo
granuloso (LEE et al., 2010b). Entretanto, outro estudo avaliou os riscos potenciais de
contaminacdo por contato acidental com IONs durante a sua producao ou uso. Concluindo que
IONs menores que 10 nm sdo capazes de penetrar no estrato corneo e no foliculo piloso
atingindo ocasionalmente a epiderme vidvel mas ndo sendo capazes de atravessar a pele
(BAROLI et al., 2007).

A maioria dos estudos existentes com IONs sdo aplicados a terapia de cancer sendo essas
administradas por via endovenosa (ANTONIO et al., 2014; COLE; YANG; DAVID, 2011; EL-
HAMMADI; ARIAS, 2015a; GAO; GU; XU, 2009; PAPAKOSTAS et al., 2011; SEENEY,
2015). Apenas um estudo investigou a liberacdo transdérmica do agente quimioterapico
epirrubicina ancorado em IONs, mostrando que, com aplicacdo de um gradiente de campo
magnético, 0 nanocompasito penetrou a barreira cutanea e atingiu o tecido subcutaneo por via
transfolicular (RAO etal., 2015).

Entre os materiais empregados para o recobrimento das IONSs, o acido laurico (AL) ou
acido dodecandico, é um acido graxo saturado com de 12 carbonos e férmula estrutural
CH3(CH2)10COOH, se mostrou promissor para a aplicagdo topica, e tem indicacao
farmacotécnica como um promotor de permeacdo. Com base em suas caracteristicas e
propriedades, o acido laurico foi empregado na funcionalizacdo das nanoparticulas de
maguemita. Para atender as caracteristicas de biocompatibilidade e pH fisioldgico, a cobertura
é formada por uma bicamada de AL para promover a estabilizacdo das IONs em meio aquoso
[132-134] e incorporacdo de farmacos hidrofébicos (CHAVES, 2008; IOCCA, 2013;
MESSIAS; SANTOS, 2012; SALDANHA, 2012; SANTANA et al., 2005; SOLER et al.,
2007¢; SOUZA, 2011), Em adicéo, estudos mostram que o AL apresenta fungéo terapéutica no
tratamento da AA, pois assim como a FIN e a DT atua como inibidor da 5 alfa redutase. Os
resultados publicados mostram a sua agdo como um inibidor ndo competitivo das enzimas 5
alfa redutases do tipo I e Il, sendo que, 0 modo de acdo sugerido € a modulacédo da atividade
enzimatica por modificacdo do ambiente lipidico da enzima, do que a interagdo com o seu sitio
catalitico da mesma (BAYNE et al., 1999; DELOS et al., 1994; IEHLE et al., 1995;
RAYNAUD; COUSSE; MARTIN, 2002).
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Sistemas nanoparticulados formados por IONs funcionalizados com AL foram
empregados com sucesso na incorporacdo de farmacos como a mitoxantrona (HORNUNG et
al., 2016; TIETZE et al., 2013), cloridrato de tetraciclina (LI et al., 2016), anfotericina B
(SALDANHA, 2012; SILVA, 2008) e succinato de rodio (1) (OLIVEIRA et al., 2017) visando
a liberacdo controlada e eficacia terapéutica melhorada, em comparagdo com os farmacos livres.

O ferro que compBe o nucleo das ION é um dos principais micronutrientes no
metabolismo do corpo e também apresenta acdo terapéutica sobre a alopecia (YIP, 1998).
Estudos mostraram a decomposicao da estrutura das ION e a incorporacdo elementar de ions
de ferro metabolizados (KOLOSNJAJ-TABI et al., 2016; LEVY et al., 2011; ROJAS et al.,
2017). Outro estudo realizado mostrou que homens e mulheres com alopecia tinham em geral
niveis séricos de ferritina inferior, em comparacdo com os controles, e que mulheres na pré-
menopausa apresentavam niveis ainda mais baixos (PARK et al., 2013). Portanto, a
suplementacéo de ferro a nivel folicular introduzido por uma formulagdo com nanocarreadores
de éxido ferro deve colaborar para a efetividade do tratamento de pacientes com alopecia.

Os sistemas nanoparticulados multifuncionais a base de oOxido de ferro tém sido
investigados para a administracdo transdérmica de farmacos, no tratamento do cancer de pele,
por meio de nanovesiculas magnéticas que foram preparadas por coprecipitacdo quimica e
cobertas com silica (EL-HAMMADI; ARIAS, 2015b). Em outro estudo, nanocompostos de
oOxidos de ferro foram empregados na fototermia para absorver a luz e liberar a energia na forma
de calor ap6s um pulso de laser, obtendo-se elevadas temperaturas que provocaram a ruptura
microscopica do tecido e dano celular (ANTONIO et al.,, 2014). Os nanosistemas
multifuncionais a base de 6xido de ferro ainda sdo pouco explorados na dermatologia, pois 0s
dados se referem principalmente a terapia de cancer (ANTONIO et al., 2014; EL-HAMMADI,
ARIAS, 2015b; PAPAKOSTAS et al., 2011; SEENEY, 2015).

Este trabalho contempla o desenvolvimento de formulagbes compostas por
nanocarreadores magnéticos de Oxido de ferro, na fase maguemita, revestidos com bicamada
de &cido laurico e com a incorporacdo de FIN ou DT, nas quais todos 0s seus componentes em
associacdo atuardo na prevengdo e/ou tratamento da alopecia de diferentes origens, em
particular a alopecia androgénica. A formulacéo possibilitard a administracdo topica, de modo
a direcionar a liberacdo especifica e controlada dos seus ativos ao foliculo piloso e
consequentemente reduzir a frequéncia de aplicacfes necessarias, a absorcdo sistémica, 0s
efeitos adversos e promover o crescimento dos cabelos de forma sustentada. Além disso, a
formulacdo por possuir cor escura também proporcionard a sensagdo de preenchimento capilar

antes mesmo do inicio da acdo dos seus ativos. A formulacdo desenvolvida representa um
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tratamento em potencial para alopecia, com menos efeitos colaterais e com maior aceitacdo dos

usuarios do que os pré-existentes.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar, e realizar estudos in vitro de permeacdo e liberacdo em
diferentes nanoformulagdes, compostas por FIN ou DT, ancoradas em nanoparticulas de 6xido
de ferro funcionalizadas com &cido laurico visando a aplicacdo tdpica direcionada ao foliculo

piloso para o tratamento da alopecia androgénica.

1.6.2 Objetivos Especificos

» Sintetizar e caracterizar dispersdes magnéticas formadas por nanoparticulas de éxido de
ferro funcionalizadas com acido laurico;

» Padronizar e validar método analitico para a quantificacdo das nanoparticulas de éxido
de ferro;

» Padronizar e validar métodos analiticos para a quantificacdo dos farmacos FIN e DT;

» Estabelecer a eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos no nanocarreador de éxido de
ferro coberto com bicamada de &cido laurico;

» Avaliar a estabilidade dos nanocoloide antes e apds a incorporacdo dos farmacos FIN e
DT,

* Avaliar in vitro o perfil de liberacdo dos farmacos a partir das nanoformulagdes
desenvolvidas;

* Avaliar in vitro a capacidade de permeacdo, retencdo cutanea e folicular das

nanoparticulas e dos farmacos em pele suina.

Este trabalho esta organizado da seguinte forma: o Capitulo 2 discute a sintese das
nanoparticulas e as técnicas de caracterizacdo empregadas; o Capitulo 3 apresenta a
metodologia analitica desenvolvida para a quantificacdo das nanoparticulas; o Capitulo 4
discute a metodologia analitica desenvolvida para a quantificacdo dos farmacos finasterida e
dutasterida; no Capitulo 5 a sdo apresentados os resultados da caracterizagdo das
nanoformulagdes, da incorporacdo dos farmacos, estabilidade e liberacdo dos mesmos; no
Capitulos 6 sdo discutidos os resultados obtidos da aplicacdo topica in vitro das formulacGes
desenvolvidas, e em seguida, as conclusdes e as perspectivas . Em anexo o resumo do pedido

de patente depositado.
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CAPITULO 2

NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO FUNCIONALIZADAS COM
BICAMADA DE ACIDO LAURICO: SINTESE E CARACTERIZACAO

Os nanocoloides que serviram como plataforma para o ancoramento dos farmacos é
formado por nanoparticulas de 6xido de ferro (y-Fe2O3- maguemita) funcionalizadas com uma
bicamada de acido laurico. Os materiais, procedimentos experimentais, bem como, as
configuragdes das técnicas utilizadas na caracterizaco e os resultados obtidos, serdo descritos

neste capitulo.

2.1 Materiais

Os reagentes cloreto de ferro (I1) tetrahidratado, cloreto de ferro (I11) hexahidratado,
hidréxido de sddio, acido cloridrico, brometo de potéssio e &cido laurico foram adquiridos da
Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Membranas de celulose para didlise foram adquiridas de
InLab (Sdo Paulo, Brasil).

2.2 Sintese do nanocoloide

As NPs de maguemita funcionalizadas com &cido laurico foram sintetizadas empregando-
se 0 método de coprecipitacdo quimica em meio alcalino dos ions Fe?* e Fe** ( ALCANTARA,
2007; KANG et al., 1996; SOLER et al., 2007a; VIALI et al., 2010). Resumidamente, a sintese
foi realizada em quatro etapas: precipitacdo das nanoparticulas de magnetita, oxidacdo das
mesmas para obtencao de maguemita, tratamento superficial para funcionalizacdo da superficie
com &cido laurico e dispersdo do material nanoparticulado em meio aquoso para produgédo do
coloide, chamado de fluido magnético, conforme a ilustracdo do processo de sintese na figura
2.1.

~ y o,

HCL i Addoliwleo” Lo
. e
> . / o' s ,‘

' Magnetita A Maguemita ION Y §
Fe?"’, ..... .

Figura 2.1 Processo de sintese das ION. Fonte: llustragdo da Autora.



18

A NPs de magnetita, foram sintetizadas por meio do método de coprecipitacdo em meio
aquoso alcalino em proporgdes estequiométricas de 2:1 dos ions Fe** e Fe?*. O FeCls.6H20
(10,13 g; 0,037 mol) e FeCl..4H20 (3,73 g; 0,019 mol) foram dissolvidos em uma solugéo de
HCI (0,08 mol L%; 125mL) que foi lentamente gotejada em uma solugdo de NaOH (1,5 mol L
1125 mL), sob agitacdo constante (2000 rpm) a temperatura ambiente. Um precipitado preto
magnético caracteristico de magnetita formou-se instantaneamente devido ao processo de
nucleacdo e crescimento simultaneo das NPs de magnetita. Ap6s 30 minutos de agitacéo, o
sobrenadante foi isolado com o auxilio de um im4, lavado com &gua deionizada por 5 vezes e
0 pH ajustado para 7 com a adi¢do de uma solugdo de HCI (2mol L). Uma aliquota do solido
nanoparticulado de magnetita foi separada para ser caracterizado, e a outra parte foi submetida
ao processo de oxidagdo por borbulhamento de oxigénio (ALCANTARA, 2007; VIALI et al.,
2010). Uma das aliquotas separadas das dispersdes coloidais foi seca utilizando-se o SpeedVac
Concentrator, SPD121P, com Refrigerated Vapor Trap, RVT400, Savant por 4 horas.

As NPs de maguemita foram obtidas a partir da oxidacdo das NPs de magnetita por
borbulhamento de oxigénio em suspensao aquosa acida (pH 3,5), ajustado com solucéo de HCI
2,0 mol L (ALCANTARA, 2007; SOLER et al., 2007a; VIALI et al., 2010). A suspensio foi
aquecida a 95°C, sob agitacéo constante por 3 horas, resultando na oxidacdo do Fe?* para Fe®*,
havendo mudanca na coloragdo de preto para marrom avermelhado. Apds o resfriamento, a
suspensdo de NPs de maguemita foi centrifugada (T= 4°C, 4.000 rpm, 20 minutos), lavada 5
vezes com agua deionizada, e uma aliquota foi separada para a caracterizacao.

A funcionalizacdo das maguemita com a bicamada de &cido laurico (BL) foi realizada
com base no procedimento descrito na literatura com algumas modificagfes (FU; DRAVID;
JOHNSON, 2001). Na primeira etapa, as NPs foram funcionalizadas com uma monocamada de
laurato, e na segunda etapa, a bicamada foi formada apds adicdo de mais uma aliquota do
surfactante. O processo de funcionalizacdo foi realizado com as NPs de maguemita suspensas
em agua deionizada, o pH foi ajustado para 8 e o sistema aquecido a 60 °C sob agitacdo
magnética. Em seguida, adicionou-se 1g de &cido laurico, mantendo-se a agitacdo por 30
minutos. Ao término deste periodo, as NPs funcionalizadas passaram a ter carater hidrofébico,
devido a presenca da monocamada de laurato, havendo répida sedimentacdo. Em seguida, as
NPs foram lavadas com agua deionizada para a remocéo dos contra ions e do excesso de &cido
laurico. Para confirmar a formagdo da monocamada uma aliquota das NPs foi dispersa em
hexano, verificando-se a formacdo imediata de dispersdo coloidal. Na segunda etapa foi
empregado 0 mesmo procedimento, excetuando-se o ajuste do pH para 8. Adicionou-se mais

1g de é&cido laurico, havendo a necessidade constante de ajuste do pH até que as NPs se
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dispersassem completamente no meio aquoso, evidenciando assim a formacéo da bicamada de
AL. Apds estabilizacdo do pH e peptizacao das NPs o sistema foi mantido nestas condi¢6es por
30 minutos. Apos a dispersao, o coloide foi centrifugado (T=4°C, 4.000 rpm, 20 minutos) para
a remocdo de aglomerados que precipitaram durante a centrifugacdo, o sobrenadante foi
coletado e dialisado em membrana semipermeével em &gua deionizada por 48 horas para
remoc&o de contraions e excesso de laurato. Apds a didlise a suspenséo foi retirada da membrana
e o pH ajustado para 7,4. Esta plataforma, formada por nanopaticulas de maguemita
funcionalizadas com uma bicamada de acido laurico, onde foram ancorados os farmacos foi

denominada ION. Aliquotas do material foram separadas para caracterizagao.
2.3 Técnicas de Caracterizacdo

A técnica de microscopia eletronica de transmissao (MET) foi utilizada para a anélise da
morfologia das NPs e determinacdo do didmetro médio (DmeT) e do indice de polidispersio (o)
das nanoparticulas a partir de histogramas de tamanho obtidos das imagens MET adquiridas e
ajustados com uma funcéo de distribuicdo log-normal, conforme equacédo 2.1. Os diametros das
NPs foram medidos com o auxilio do software ImageJ em diferentes micrografias para a
construgéo dos histogramas.

2
£ = g exp (- 2l -
Onde: DwveT € 0 didametro médio das NPs e ¢ € o indice de polidispersdo. Os valores de DveT €
o determinados.

O diédmetro hidrodindmico (DH) e a potencial zeta ({) foram estimados por meio de
medidas de espalhamento dindmico de luz e mobilidade eletroforese, respectivamente. O valor
de Dn engloba a cobertura da NPs, bem como a sua interagdo com o meio, a camada de
solvatacao que se forma ao redor das NPs em suspencao aquosa. As analises foram realizadas
no equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, EUA), em amostras diluidas
(1:10, mesmo dispersante e pH da amostra). Foram realizadas no minimo trés medidas de cada
amostra (em triplicata) para determinar o Dy e potencial { das NPs (RAMOS, 2015).

A técnica de espectroscopia Raman € uma ferramenta para a investigagcdo da composicéo
guimica e das propriedades estruturais de materiais (KUMAR, 2012; SOLER; QU, 2012) e foi
utilizada para o estudo do nucleo magnético das NPs produzidas identificando-se as fases

magnetita e maguemita. Esta técnica tem sido empregada com sucesso para estudar a interacéo
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de NPs coloidais com 0 meio (MORALIS et al., 2000b), a estabilidade do nucleo (SOLER et al.,
2004; SOLER; QU, 2012), os efeitos da cobertura em NPs de 6xido de ferro (SOLER et al.,
2007a; SOLER; LIMA; NUNES, 2011), estudo de nanocompositos (LETTI et al., 2017;
SOLER et al., 2004), a interacdo com o sangue (SANTANA et al., 2005; SOLER et al., 2007b)
além de permitir a identificagdo inequivoca das fases de oOxidos de ferro em sistemas
nanoparticulados (LETTI et al., 2017; MORAIS et al., 2001, 2000b; NUNES et al., 2014;
SOLER; QU, 2012; SOLER; LIMA; NUNES, 2011).

Considerando-se a magnetita, os cinco modos vibracionais Raman ativos previstos para
esta estrutura sdo: Aig caracterizado pelo estiramento simétrico dos &tomos de oxigénio em
relagdo aos atomos de ferro situados no sitio tetraédrico, Eg resultante da flexdo simétrica desses
atomos de oxigénio e trés modos T2g. O modo Tzg (1) caracterizado pelo movimento de
translacdo dos atomos, 0 Tzg (2) devido ao estiramento assimétrico dos atomos de oxigénio e 0
T2g (3) devido a flexdo assimétrica dos 4&tomos de oxigénio. Somente 0s sitios de simetria
tetraédrica e os &tomos de oxigénio contribuem efetivamente para o espectro Raman (SOLER;
PATERNO, 2015).

Mesmo a temperatura ambiente a magnetita oxida facilmente, principalmente no caso de
materiais nanoparticulados, mudando para a fase maguemita que mantém a estrutura cristalina
do tipo espinélio invertida, entretanto os ions de Fe (I1) do sitio octaédrico sdo oxidados para
Fe (I11) sendo esse o Unico cation presente na maguemita. O espectro Raman da maguemita é
caracterizado pela presenca de estruturas largas e assimétricas situadas em 350 (T2g), 500 (Eg)
e 700 cm™ (A1g), em que a banda Aiq corresponde ao modo de estiramento dos atomos do sitio
octaédrico (SOLER; PATERNO, 2015). Os espectros Raman das nanoparticulas de 6xido de
ferro produzidas foram ajustados empregando-se funcdes lorentzianas, os modos vibracionais
detectados foram comparados com os dados caracteristicos das fases magnetita e maguemita
(LETTI, 2013; LETTI et al., 2017; MIGUEL; RIVERA, 2013; MORAIS et al., 2001; NUNES
etal., 2014; SOLER; QU, 2012; VIALI et al., 2010).

As fases do oxido de ferro produzidas foram analisadas em amostras solidas por meio da
técnica de espectroscopia Raman (SOLER; QU, 2012). Os espectros Raman foram adquiridos
na configuragdo micro-Raman (objetiva com magnificacdo de 50x) utilizando-se o
espectrometro triplo Jobin Yvon Model T64000 (Horiba Scientific, Quioto, Japéo), equipado
com uma CCD, refrigerado com nitrogénio liquido. A excitacdo das amostras foi realizada com
um laser de diodo com A = 532 nm com intensidade de 0,30 mW, para evitar a degradacdo da

amostra, na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 cm™.
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Amostras dos solidos nanoparticulados produzidos foram investigadas por meio da
técnica de espectroscopia no infravermelho, com o objetivo de investigar a presenca da
bicamada de AL na superficie das NPs. O material sélido foi misturado com KBr empregando-
se as técnicas convencionais de preparacdo de pastilhas e os espectros de infravermelho obtidos
no espectrometro Vertex 70 (Bruker Corporation, USA) em modo de transmisséo na regido de
4000 a 400 cm™*, com 8 scans e resolucgdo de 4 cm™.

O teor de ferro das amostras sintetizadas foi obtido por meio da espectroscopia de
absorcdo atdbmica (WELZ, 1999). Aliguotas das amostras foram digeridas em HNOs3 e
analisadas no Laboratoério de Analises Quimicas da SED-Mineracdo do estado de Goias.

A concentracio de ferro [Fe] no nanocoloide foi determinada sendo igual a 6,85 g L. A
concentracdo de NPs por volume foi estimada (considerando-se o formato aproximadamente
esférico das NPs) a partir do didmetro médio (Dwmer) obtido no histograma da MET, da
concentracdo de [Fe] considerando-se que existem dois atomos de ferro Fe em uma molécula
de Fe203. O volume médio (Vnrs) € a area média superficial (Anps) foram obtidos do Dwver. A
massa média (mnps) para uma NP foi estimada a partir de Ve e da densidade da maguemita,
considerada igual a 4,87 g cm™ (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003). A partir da myes
calculada e da concentragéo de [Fe] da dispersdo coloidal ION foi estimada a concentracao de
NPs por mL (Cnps).

As curvas termogravimétricas foram obtidas no equipamento Shimadzu modelo DTG-60.
Amostras de ~ 5 mg foram pesadas em pans de platina e analisadas sob atmosfera de nitrogénio,
vazdo de 50 mL min, a uma taxa de aquecimento de 10°C min, com temperatura inicial de
25°C e a final 1000°C.

As caracteristicas magnéticas de 6xidos de ferro nanoparticulados foram avaliadas por
meio de medidas de magnetizagdo em funcdo do campo (curva M x H). A curva M x H
caracteristica de 6xidos de ferro nanoparticulados mostrou comportamento superparamagnético
acima da temperatura de bloqueio (Tg), e histerese para temperaturas abaixo dela. Néo se
observa remanéncia (Mr) ou coercividade (Hc) na temperatura de 300 K e campo magnético
aplicado na faixa £ 60 kOe. (SOLER; PATERNO, 2017). As curvas de magnetizacdo foram
obtidas em amostras secas utilizando- um magnetdmetro de amostra vibrante (VSM). As
medidas foram realizadas nas temperaturas de 5 e 300 K aplicando campos magnéticos na faixa
+ 60 kOe.
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2.4 Grau de revestimento organico das NPs

A estimativa do grau de revestimento organico das NPs foi realizada com base nos valores
de perda de massa obtidos por meio das curvas de TG e dos didmetros médios determinados
por imagens de MET. A faixa de perda de massa foi obtida com o auxilio da primeira derivada
da curva TG (DTG). Com base na faixa de temperatura de perda de massa foi possivel estimar
o numero de espécies laurato por nanoparticulas e o coeficiente de revestimento ou “grafting”
(&) de espécies fisissorvidas e quimissorvidas (SHEN; LAIBINIS; HATTON, 1999; VIALI et
al., 2010). O numero de espécies laurato por nanoparticulas foi calculado a partir da equacéo
2.2.

P X myp

Lauratos/NP = m 2.2)

Onde: LA / NP é o numero de espécies lauratos por nanoparticula, P € a perda de massa de
espécies LA quimissorvida ou fisiossorviada obtida da curva TG, mnp € a massa de uma
nanoparticulas (g) estimada usando a densidade de maguemita (5,49 g cm™®) e 0 Dwver 0
didmetro das nanoparticulas, mia é a massa da molécula LA (g) e R é a massa do residuo final
(Fe203) no final da analise TG. Ao calcular LA/ NP. Os coeficientes de revestimento ou
“grafting” (&) de espécies fisissorvidas e quimissorvidas por nanoparticulas foram calculados a

partir da equacéo 2.3.

_ LA/NP (2.3)

Amédia

Onde: LA/ NP é o nimero de espécies laurato (quimissorvido ou fissorvido) por nanoparticula
e Amedia € @ area de superficie das nanoparticulas calculada a partir dos dados de MET (diametro

das particulas).

2.5 Resultados e Discussao

2.5.1 Caracterizacdo morfologica

A figura 2.2 (a) apresenta a imagem de MET das ION, na qual observa-se NPs com
formato aproximadamente esférico e morfologia caracteristica dos nanomateriais obtidos pelo
método de coprecipitacdo (SOLER; PATERNO, 2015). O histograma apresentado na figura 2.2
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(b) foi obtido a partir de varias micrografias de ION, nas quais os didmetros de
aproximadamente 900 nanoparticulas foram mensurados. O ajuste dos dados do histograma foi
feito considerando-se a funcéo log-normal obtendo-se o diametro médio Dver = 7,7 £ 0,05 nm,

e dispersao de tamanho ¢ = 0,19 £ 0,01 nm.

(b)

R

10

Distribuicéo (%)

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Diametro (nm)

»

Figura 2.2 (a) Imagem de MET obtida da amostra ION. (b) Histograma de distribuigdo do diametro da
amostra ION.

2.5.2 Estabilidade coloidal das ION funcionalizadas

A estabilidade coloidal das ION preparadas foi monitorada por meio dos parametros D,
PDI, potencial zeta e o pH registrados em 0,1,3,7,15,30,60 e 90 dias ap0s a sintese, para dois
conjuntos de amostras armazenadas a temperatura ambiente (30 °C) e a 10 °C (geladeira). Os
dados registrados para o primeiro dia e 90 dias estdo listados na tabela 2.1. Ndo houve
diferencas significativas (p > 0,05) nos valores dos parametros analizados para o periodo de 90
dias nas diferentes condi¢es. A ION apresentou uma distribuicdo de tamanho monomodal e
dimensdes na ordem de nandémetros.

A dispersdo coloidal ION apresentou densidade de carga negativa com potencial { = -
35,5 mV, que se deve aos grupos COO" da segunda camada de AL em contato com o0 meio de
dispersdo (FREITAS et al., 2008; TOMBACZ et al., 2008), garantindo a estabilidade das ION.
Neste caso, 0 mecanismo de dispersao eletroestérico resultante da adsor¢do de um surfactante
na superficie das nanoparticulas leva a estabilidade e homogeneidade das ION, ocorrendo dois
fendmenos: a repulsdo eletrostatica e a estérica. O mecanismo de estabilizagéo eletrostatico
resulta da repulsdo eletrostatica provocada pela carga negativa na superficie da nanoparticulas.
A estérica ocorre devido a protecdo da superficie gerada pelas moléculas de AL adsorvidas na
superficie das ION com afinidade pelo liquido carreador, impedindo a aproximacao das mesmas
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devido ao preenchimento do espago ao redor delas, criando uma barreira estérica (SHAW,
1992). Os baixos valores de PDI encontrados mostram que a formulagdo é monodispersa e

homogenea.

Tabela 2.1 Dados do estudo da estabilidade coloidal das ION registrada ap6s 1 e 90 dias depois da
sintese armazenadas a 10 e 30 °C.

Estabilidade 1dia 90 dias
ION 10°C 30°C 10°C 30°C
Dn (nm) 124,40 £ 0,70 122,63 +£0,75 142,60 £ 1,73 131,87 + 1,62
PDI 0,19 £ 0,001 0,19 + 0,006 0,19 + 0,008 0,19 + 0,004
Zeta potential -35,57 + 0,30 -35,53 + 0,66 -35,67 £ 0,47 -36,47 £ 0,38
pH 7,42 + 0,09 7,43 + 0,09 7,34 + 0,06 7,34+0,14

Diametro hidrodindmico Dy (nm), potencial zeta { (mV), Indice de polidispersio PDI, potencial hidrogenidnico

pH, Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%). Dados apresentados: média + desvio padréo.

2.5.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman obtidos das amostras solidas magnetita e maguemita sdo mostrados
na figura 2.3 e figura 2.4, respectivamente. Os espectros foram adquiridos na faixa de 200 a
800 cmt, com a intensidade do laser igual a 0,25 Mw para evitar a degradacdo das amostras,
(SOLER et al., 2004). A linha em vermelho corresponde ao ajuste gerado pelas fungdes
lorentzianas, enquanto as bandas em azul correspondem aos modos vibracionais Raman
previstos para a fase magnetita e as em verde correspondem aos previstos para a fase
maguemita, que se encontram na tabela 2.2. Comparando-se os valores obtidos do ajuste (figura
2.3) e aqueles previstos pela teoria para o material bulk cristalino e de nanoparticulados
disponiveis na literatura, pode-se associar as estruturas observadas no espectro aos seguintes
modos vibracionais caracteristicos da fase magnetita, 310 Eg, 497 Tog (2), 537 T2g(3) € 665 cm”
! Ay, indicando que no caso das nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas prevaleceu a fase
magnetita (HANESCH, 2009; JUBB; ALLEN, 2010; LEGODI; WAAL, 2006; LETTI, 2013;
SOLER et al., 2004). Entretanto, é possivel observar também modos atribuidos a fase
maguemita, 362 (Tzg), 712 cm™ (A1g),(LETTI, 2013; SOLER; QU, 2012) que podem ter sido
induzidos pelo aumento de temperatura devido & incidéncia do laser. E importante destacar que
no caso dos materiais nanoparticulados, o processo de oxidacdo da magnetita para maguemita
ocorre mesmo sem ter sido induzido devido a alta reatividade da superficie das NPs, conferida

pela razao superficie-volume.
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Figura 2.3 Espectro Raman obtido da amostra de magnetita sintetizada.

No espectro Raman das NPs de maguemita obtidas (Fig. 2.4) observa-se bandas largas
Raman caracteristicas da maguemita em 344 (T 2g), 501 (Eg), 695 cm™ (Aug), evidenciado que o
processo de oxidacdo foi efetivo, conforme as bandas largas previstas para a maguemita em
350, 500 e 700 cm™ (CHAMRITSKI; BURNS, 2005; JACINTHO et al., 2009; LEGODI;
WAAL, 2006; LETTI, 2013).

L
'

Intensidade Kam an (w.a,

E:Iv:l 3{.:I:I 400 500 f;v:l ?:Iv.'] 200
Numero de onda (cm1)
Figura 2.4 Espectro Raman obtido da amostra de maguemita sintetizada.

Tabela 2.2 Modos vibracionais Raman magnetita e maguemita e seus nimeros de ondas (cm™)

Banda Magnetita Maguemita
Eq 310 501
Tag 497, 537 344

Asq 665 695
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2.5.4 Caracterizacao por espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourie (FTIR) da amostra controle, AL puro, dos solidos nanoparticulados de maguemita
(MGM) e ION sao apresentados na figura 2.5, de forma agrupada, para a melhor visualizacéo
e analise da presenca da cobertura de &cido laurico em ION.

No espectro da amostra ION observa-se as vibra¢fes da cadeia carb6nica do acido graxo
em 2955, 2870 cm™ do estiramento assimétrico va(C-H) e simétrico vs(C-H) dos grupos CHs,
como também do CH2 em 2920 e 2850 cm™ (HERRERA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017).
Observa-se ainda o desaparecimento da vibragdo em 1701 cm™, referente ao estiramento
v(C=0) do AL livre; o surgimento de uma banda em 1710 cm™ atribuida ao estiramento do
grupo carboxila v (C=0) presente na segunda camada de AL (YANG et al., 2010); e mais duas
bandas com novas frequéncias de vibragdo em 1624 e 1431 cm, relativas aos estiramentos
assimétrico va(COQ) e simétrico vs(COO") do grupo carboxilato, respectivamente, devido a
ligacdo quimica formada entre o grupo carboxilato (COO") do laurato com os ions de ferro na
superficie de MGM, indicam que houve a funcionalizacdo da superficie das ION com o AL. A
diferenga (Av), em nimero de onda, entre os valores de va(COQO") e vs(COQ") das bandas de

FTIR pode ser empregada para investigar o tipo de interacdo entre o carboxilato e o &tomo do
metal.

4626 |
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Figura 2.5 Espectro FTIR obtido das amostras ION, MGM e AL.
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Neste estudo, obteve-se a diferenca (Av = 193 cm™) indicando que os dtomos de oxigénio
dos grupos carboxilatos do laurato estéo ligados a superficie das NPs, por meio de coordenacao
bidentada em ponte (ilustrada na figura 2.6). O resultado obtido esta de acordo com o descrito
na literatura para possiveis modos de coordenacdo do carboxilato com o ion metalico na
superficie de NPs, figura 2.6 (DEACON, 1980; HERRERA et al., 2015; NAKAMOTO, 2008).

No espectro para MGM (figura 2.5) observa-se uma banda larga centrada em 3386 cm
e outra de intensidade média em 1626 cm™, atribuidas ao estiramento do grupo OH e moléculas
de agua na superficie das NPs, respectivamente. No mesmo espectro ha também a presenca das
vibragBes das ligacOes Fe-O em 636, 583 e 438 cm™, que sdo atribuidos & fase maguemita
(SOLER et al., 2007c). Todos os dados obtidos por FTIR estdo na tabela 2.3.

Fe—O\ /O Fe—O\
R Fe % R R
C; 0 Fe—C;
Coordenacao Coordenacao Coordenacao
monodentada bidentada bidentada em ponte

Figura 2.6 Esquema da coordenagdo do carboxilato com ions metélicos. No exemplo, o ion metélico
(NAKAMOTO, 2008).

Tabela 2.3 Bandas FTIR observadas nas amostras AL, MGM e ION e seus nimeros de ondas (cm™).

Banda AL MGM ION
va(C-H) CHz3 2955 - 2955
vs(C-H) CHs 2870 - 2870
va(C-H) CH> 2920 - 2920
vs(C-H) CH; 2850 - 2850

v(C=0) 1701 - 1710

va(CO0) - - 1624

vs(COO) - - 1431
v(Fe-0) - 636, 583, 438 636, 583, 438
v(OH) - 3386, 1626 3386

2.5.5 Concentracao de ferro [Fe] e de NPs em ION por AAS

Os resultados determinados dos valores de diametro médio (Dwmer) e indice de
polidispersdo (0), a concentracdo de ferro ([Fe]) na dispersao coloidal, a massa (mnps), 0 volume
(Vnps), a concentracdo (Cnps) e area superficial (Anps) das nanoparticulas por volume estdo

listados na tabela 2.4.
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Tabela 2.4 Propriedades das ION.

ION
DwmeT (nm) 7,7+0,05
G 0,194 + 0,010
[Fe] (ug mLY) 6,85
mnp (9) 1,16 x 1078
Vnps cm?® 2,39 x 1079
Anp 1,86 x 1012

Cnps (NPs/mL1) 8,47 x10*2

Os valores obtidos de Dmvet, Mne, Ve €Std0 proximos aos encontrados na literatura para
NPs sintetizadas pelo método de coprecipitacio quimica em meio alcalino dos ions Fe?* e Fe3*
(OLIVEIRA et al., 2017; SOLER; PATERNO, 2017; VIALI et al., 2010). Entretanto as
concentragdes de [Fe] e Cnps N0 nanocoloide estdo abaixo do descrito na literatura por se tratar

de um nanocarreador para aplicacdo topica.

2.5.6 Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada para obter informacdes sobre a quantidade de
AL que reveste a nanoparticula de 6xido de ferro de maguemita funcionalizadas com uma
bicamada de &cido larico (ION). A figura 2.7 mostra a curva termogravimétrica (linha cheia)
obtida de ION com a sua derivada (DTG, linha pontilhada). As perdas percentuais de massa
(Am) nas faixas de temperaturas consideradas (AT) e os picos das derivadas das curvas TG
(DTG) estdo resumidos na tabela 2.5. Observa-se que as curvas de TG-DTG apresentam duas
perdas de massa abaixo de 400 °C que correspondem a dessor¢do, decomposi¢éo e evaporacao
das moléculas de AL da superficie das NPs perfazendo Am total de 20,3 %, numa faixa de
temperatura de 25-1000 °C e DTG em 231,5 e 349,5 °C, confirmando a ocorréncia de duas
etapas de decomposicdo térmica parcialmente sobrepostas.

A primeira etapa ocorre em temperatura mais baixa (< 250 °C) e corresponde a perda de
massa da segunda camada de AL na qual as moléculas entdo fracamente ligadas (adsorcao

fisica) a superficie das NPs, com Am igual a 11,7%. A segunda etapa ocorre a uma temperatura
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mais alta (> 250 °C) devido a ligagdo quimica do grupo carboxilato aos ions de ferro que formam

a primeira camada de laurato na superficie das NPs com Am de 8,6%.

Perda de massa (%)

25 125 225 325 425 525 625 725 825

Temperatura (°C)

Figura 2.7 Curva termogravimétrica (linha cheia) e DTG (linha pontilhada) obtidas das ION.

A razdo entre as massas de LA e de y-Fe;O; foi de 0,15 e 0,11 g/g, respectivamente. A maioria
dos trabalhos que utilizam bicamada de acidos graxos para recobrir NPs de Oxidos de ferro
apresentam comportamento térmico semelhante (DELOUISE, 2012; FU; DRAVID;
JOHNSON, 2001; HERRERA et al., 2015; LENIN; JOY, 2016; OLIVEIRA et al., 2017;
SHEN; LAIBINIS; HATTON, 1999; VIALI et al., 2010).

Tabela 2.5 Valores das perdas de massa (Am) totais obtidos na faixa de temperatura considerada (AT) e
picos das derivadas das curvas termogravimétricas (DTG).

Amostras Am (°C) AT (°C) DTG (°C)
ION 20,3 25 - 1000 °C 231,5/349,5

2.5.7 Grau de revestimento das ION

O grau de revestimento das ION, as quantidades de espécies fisiossorvidas e
quimiossorvidas determinados estdo apresentados na tabela 2.6. A estimativa foi rea
considerando-se que a porcentagem de perda de massa a partir de uma dada temperatura refere-
se a decomposicado completa de especies laurato e que o residuo é somente 6xido de ferro de
estequiometria Fe;O3. A partir dos dados da massa de laurato, calculou-se o nimero de espécies
laurato utilizando-se o valor de massa molar do laurato (199,32 g mol™) e o constante de
Avogrado (6.022 x 10%). De forma analoga, estimou-se o nimero de particulas de maguemita
dividindo-se a massa do residuo pela massa de uma Unica particula de maguemita. Nessa

estimativa, considerou-se que as nanoparticulas sdo esféricas. Ao se dividir o numero de
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espécies laurato pelo niumero de nanoparticulas obtém-se o numero de espécies laurato por
nanoparticula. Ao se dividir este Gltimo valor pela &rea média da superficie de uma
nanoparticula é possivel obter o coeficiente de revestimento das nanoparticulas em espécies

laurato por nm?. Os resultados obtidos estio em acordo com os descritos na literatura (VIALI

etal., 2010).
Tabela 2.6 Coeficiente de revestimento (&) das nanoparticulas funcionalizadas com acido laurico.
Amostra € AL nm?
S o) &t
ION 2,8 2,0 4.8

EP e EC sdo os coeficientes de revestimento do tipo fisissorvido e quimissorvido, respectivamente; &t =

& + &

2.5.8 Propriedades magnéticas das NPs de MGM sintetizadas

A figura 2.8 mostra as curvas de magnetizagdo das nanoparticulas y- Fe;Os3 sintetizadas,
em funcdo do campo (curvas M x H) nas temperaturas de 5 e 300 K com a aplicacdo de campo
magnético na faixa + 60 kOe. A magnetizacdo de saturacdo obtida para 5 e 300 K foi de 74
emu/g e 63 emu/g, respectivamente. A alta magnetizacdo de saturacdo de NPs de maguemita
esta em acordo com dados relatada na literatura (CAO et al., 2016; LONG et al., 2017; RAMOS
GUIVAR et al., 2017; RASHDAN; BOUOUDINA; AL-SAIE, 2013; VIALI et al., 2010),
sendo préximas as obtidas em outros estudos (OLIVEIRA et al., 2017). Os valores de Ms
obtidos sdo menores do que os valores de Ms tipicos para a maguemita “bulk” situados na faixa
de 85 emu/g a 4 K. Esse resultado é esperado uma vez que ocorre uma diminuicdo no valor de
Ms para nanoparticulas em relagdo ao bulk devido ao alinhamento dos spins nas NPs (GUBIN,
2009).

80 -

0l ——300K
—5K
40

20

-20 L
_60 -

-80

Magnetizacdo (emu/g)
o

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-60000  -40000  -20000 0 20000 40000 60000
H (Oe)

Figura 2.8 Curva M x H da amostra NPs de maguemita obtidas a 5 e 300K, conforme indicacéo.
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CAPITULO 3

QUANTIFICACAO DE NPS DE MAGUEMITA NAS CAMADAS DA
PELE POR MEIO DA ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA
FERROMAGNETICA

3.1 Introducéo

A quantificacdo precisa de nanoparticulas de 6xidos de ferro, seja in vitro ou in vivo, é
necessaria para determinar suas concentracdes em diferentes meios e avaliar sua biodistribuicéo
e toxicidade, bem como sua entrega direcionada. Atualmente, existem vérias técnicas analiticas
para a quantificacdo de nanoparticulas de 6xidos de ferro. As mais utilizadas sdo os métodos
quimicos, como a técnica de plasma acoplado induzido (ICP-MS: espectrometria de massa ou
ICP-OES: espectrometria de emissdo 6tica) (BROMBERG; RADUYK; HATTON, 2009;
CRAYTON et al., 2012; JAIN et al., 2008). Em adicao, os métodos espectroscopicos com base
na deteccdo de fluorescéncia, requerem que as ION sejam marcadas com sondas fluorescentes
(LEE et al., 2010a; PLASSAT et al., 2007). Enquanto a técnica que emprega, a analise de
produtos quimicos reativos coloridos como o azul da Prussia (AP) é usada para localizacdo de
ION (CHANG et al., 2012) e para obter a concentracdo usando espectrofotometria UV-visivel
(BASAVAIAH; CHANDRASHEKAR; PRAMEELA, 2003; BOUTRY et al., 2009).

As técnicas de ICP-OES ou AP podem quantificar o conteudo de ferro em amostras e
tecidos, mas requerem a digestdo preliminar dos ION em suas formas idnicas (Fe Il e Fe I1I)
por um periodo de 24 horas para detectar sua concentracao baseada na comparagdo com curvas
de calibragdo de ferro (BEAUCHEMIN, 2006; BOUTRY et al., 2009; COLE et al., 2011,
DADASHZADEH et al., 2013). O limite de detec¢do de ICP-OES é de aproximadamente 0,1
ppm (0,1 pg Fe mL1)(DADASHZADEH et al., 2013) e pelo menos 5 ppm para 0 método AP
(BOUTRY et al., 2009). Além disso, eles ndo permitem distingéo entre ferro elementar de
nanoparticulas magnéticas dissolvidas e ferro enddgeno encontrado nos tecidos e fluidos
corporais na forma de complexos de proteina de ferro, isto €, na transferrina do figado, ferritina
ou hemoglobina (GUTIERREZ et al., 2015; RUIZ et al., 2013; ZHUANG et al., 2012).

As ION apresentam propriedades superparamagneticas especificas (CORCHERO;
VILLAVERDE, 2009) e podem, portanto, ser detectadas por imagens de ressonancia magnética

ou por meio de métodos de relaxometria de ressonancia magnética (JIN; CHALMERS;
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ZBOROWSKI, 2012; MANDEVILLE et al., 1997; VAN BEERS et al., 2001). As medidas de
susceptibilidade magnética ndo requerem modificacdo preliminar das amostras, o tempo de
medicdo € muito curto (menor do que 1 minuto) e reprodutivel (MAURIZI et al., 2014),
podendo-se avaliar a biodistribuicio de ION (JAIN et al., 2008; MEJIAS et al., 2013; ROJAS
et al., 2017) e a captagdo celular (JIN; CHALMERS; ZBOROWSKI, 2012; STROM et al.,
2004). A minima concentracdo de Fe detectada por susceptibilidade magnética foi de 1,2 ppm
(1,2 mg Fe mL?), porém a técnica, é influenciada pelo ferro endégeno apenas a uma
concentragéo proxima a 3000 ppm (3000 mg Fe mL™1) (GUO et al., 2010). A precisio do método
de suscetibilidade magnética foi avaliada sendo de 2 ppm (2 pg Fe mL™), igual a da técnica AP
e inferior a precisdo do método ICP de 0,1 ppm (0,1 pug Fe mL™1). No entanto, nas analises por
susceptibilidade magnética as amostras ndo sdo diluidas e podem ser medidas sem passar por
processos destrutivos de digestdo quimica como ocorrem para 0os métodos AP e ICP, sendo
considerada mais vantajosa do que para a quantificacdo de nanoparticulas magnéticas e
obtencédo aa biodistribuicdo, tanto suspensdes, 6rgdos e fluidos bioldgicos (MAURIZI et al.,
2014).

A técnica de ressonancia ferromagnética, do inglés ferromagnetic resonance (FMR), é
uma técnica muito sensivel, ndo destrutiva (YALN, 2013), e tem sido empregada para estudar
nanoparticulas de d6xidos de ferro dispersas formando fluidos magnéticos (LACAVA et al.,
2002; MORAIIS et al., 1996, 2000a; MORAIS; LARA; TOURINHO, 1996; MORAIS; LARA,
NETO, 1987).

Neste estudo, a espectroscopia de ressonancia ferromagnética (RFM) foi utilizada para
quantificar ION (maguemita y-Fe>O3) nos nanocoloides desenvolvidos e em material biolégico,
particularmente as diversas camadas da pele. Inicialmente, foram obtidas curvas de calibracdo
foram produzidas relacionando o sinal FMR com as concentragdes de NPs e de ferro [Fe] para
uma ampla faixa de concentracfes de ION. A quantificacdo de ION em dilui¢cbes do
nanocoloide sintetizado e na pele pds permeacao cutanea também foram realizadas e o nivel
minimo de deteccdo foi determinado. Para avaliar a eficiéncia da RFM, os resultados foram
comparados com 0s encontrados na literatura para as técnicas do Azul da Prussia e do Plasma
Acoplado Induzido. Os resultados indicaram que a RFM é um método preciso e rapido para
detectar ION (ferro presente nas nanoparticulas) nos meios estudados sem qualquer influéncia

do ferro das amostras biologicas.
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3.2 Métodos

3.2.1 Ressonancia Ferromagnética

A técnica de ressonancia ferromagnética, do inglés ferromagnetic resonance (FMR), foi
empregada para investigar a biodistribuicdo das ION nas camadas da pele. O sinal de
ressonancia ferromagnética € observado quando uma amostra de material ferromagnético é
submetida a um campo de micro-ondas com frequéncia igual a frequéncia de precessdo dos
momentos magnéticos. A figura 3.1 mostra o diagrama com 0s componentes principais do
espectrometro utilizado (YALN, 2013). Esses componentes sdo a ponte de micro-ondas, a
cavidade ressonante, o eletroim e o console, que serdo discutidos a seguir (WERBER, 2011).
A ponte de micro-ondas abriga o gerador de micro-ondas (diodo Gunn), o atenuador -
responsavel pelo controle da poténcia da micro-onda irradiada na amostra, o circulador - que
impede que a micro-onda refletida retorne a fonte de micro-ondas, e o detector (diodo Schottky)
da micro-onda refletida da cavidade. A cavidade ressonante recebe a radiagcdo de micro-onda
por meio de guias de onda, e no seu interior é produzido um modo estacionario dessa radiacao,
uma vez que suas paredes internas metalicas formam nos da componente elétrica da micro-

onda.

Ponte de Micro-ondas

S S A S S U R S

\
I P

| | Geradorde N r 5| V :
i | Micro-ondas Y - Vs

| Circulador !
\ _I !

Detector
s Amplifi-

cador ™ Lock-in

Gaussimetro

Eletroima

Cavidade

|

Bobina de
modulagao

Controlar de
campo

Figura 3.1 Principais componentes do espectrometro de ressonancia ferromagnética. Figura modificada
de (YALN, 2013).

Dessa forma no centro da cavidade, onde € posicionada a amostra, hd 0 maximo da
componente magnética e 0 minimo da componente elétrica da radiagdo de micro-ondas. O
eletroima produz um campo magnético estavel e uniforme, com bom controle e precisdo. A

magnitude do campo elétrico € medida por um sensor de efeito Hall. O eletroima possibilita a
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varredura do campo magnético enquanto a poténcia da onda refletida pela cavidade ressonante
€ monitorada. Quando a condicdo de ressonancia é atingida h4 um aumento da absorcao de
radiacdo pela amostra.

O console contém os processadores de sinal e os controles eletrénicos. Para melhorar a
sensibilidade do espectrdmetro, o processamento de sinal é feito usando-se um amplificador
Lock-in. O funcionamento do esquema de deteccdo do sinal RFM pode ser descrito como: O
campo magnético sentido pela amostra, € modulado de forma senoidal de acordo com a
frequéncia de modulacdo. Se houver absor¢do de radiacdo pela amostra (um sinal RFM), a
modulagdo do campo varre rapidamente a parte do sinal e as micro-ondas refletidas a partir da
cavidade sdo moduladas em amplitude na mesma frequéncia. Para um sinal FMR que é
aproximadamente linear em um intervalo tdo grande quanto a amplitude de modulacao, o sinal
RFM é transformado em uma onda senoidal com uma amplitude proporcional a inclinacéo do
sinal. O canal de sinal (mais conhecido como amplificador de blogueio ou detector sensivel a
fase - Lock In) produz um sinal DC proporcional a amplitude do sinal FMR modulado. Ele
compara o sinal modulado com um sinal de referéncia com a mesma frequéncia que a
modulacdo de campo e é sensivel apenas a sinais que tenham a mesma frequéncia e fase que a
modulacdo de campo. Quaisquer sinais que ndo satisfacam esses requisitos (ou seja, ruido e

interferéncia elétrica) sdo suprimidos.

3.2.2 Validacéo de metodologia analitica para quantificacdo de ION por RFM

Os espectros de RFM foram obtidos no equipamento Bruker, modelo EMX Plus (Bruker,
Alemanha). A frequéncia de micro-ondas utilizada foi a Banda X, a cavidade ressonante usada
foi a do modelo ER4102ST, campo de modulacdo de 100 kHz, poténcia de micro-onda de 2
mW, campo de varredura de 10 gauss. Testes foram realizados para saber qual seria a varredura
mais rapida possivel, sem a deformacéo do espectro e o tempo de varredura estabelecido foi de
50s.

Para obter uma curva de calibracdo da intensidade do sinal de RFM em fungdo da
concentracdo de NPs de oOxido de ferro (ou de ferro) foram preparadas 6 diluicbes do
nanocoloide estoque de ION em triplicatas e 600 pL de cada foram transferidos para seringas
de 1mL. O conteudo foi congelado em nitrogénio liquido e posteriormente injetado no suporte
Finger Dewar de quartzo — Noxygen (Alemanha). As curvas de calibracdo foram obtidas
relacionando as amplitudes do sinal FMR obtidas pelo equipamento e a concentracdo de NPs
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em ION (Cnps = 8,47 x10%) ou a concentracao [Fe] em ION determinadas por absorcao atdmica
6,85 pug mL, conforme foi detalhado no capitulo 2. A analise estatistica dos dados foi obtida
pelo método de regressao linear, considerando-se o coeficiente de correlagéo linear (r) minimo
aceitavel de 0,99 (ICH, 2005).

3.3 Permeacéo cutanea in vitro do coloide ION

Os experimentos de permeacdo in vitro foram realizados utilizando o método
Saarbriiecken modificado (ANGELO et al., 2016a) em peles de orelha de suinos, adquiridas de
um frigorifico local e imediatamente levadas ao laboratério para que fossem limpas, preparadas
e armazenadas. As orelhas inteiras foram limpas com &gua destilada, a pele da parte externa da
orelha foi extraida, o tecido subcutaneo removido e as peles cortadas em circulos que foram

congelados a - 4 °C, conforme as imagens apresentadas na figura 3.2.

Figura 3.2 Imagem tipica de orelha de suino inteira e da amostra da pele utilizada nos experimentos de
permeacdo in vitro. llustracdo da Autora.

Para a realizacdo dos experimentos de permeacao, as peles foram fixadas em um suporte
sobre cavidades preenchidas com papel filtro embebido com 2 mL de tampao fosfato (0,1 mol
L1, pH 7,4) para manter a hidratacdo da pele durante o experimento, cuja imagem é mostrada

na figura 3.3.

Figura 3.3 Imagem das amostras dispostas nos suportes para a realizacdo do experimento de permeacéo
in vitro utilizando o método Saarbriiecken modificado. llustracdo da Autora.

Para a realizacao do experimento de permeacéo in vitro utilizando o méetodo Saarbriiecken

modificado foram utilizados compartimentos doadores de células de Franz modificadas com
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area de difusdo de 5,72 cm?, os quais foram preenchidos com 1,5 mL de ION ou formulagéo
contendo a FIN ou a DT e mantidos por periodos de 12 e de 24 horas para a permeagdo. Ao
final do experimento, as peles foram retiradas do suporte, 0 excesso de dispersao foi removido

com agua e papel absorvente.

3.4 Técnica do tape stripping diferencial

Apds as permeacdes, as camadas da pele estrato corneo (EC), foliculo piloso (FP) e pele
remanescente (PR) foram extraidas de cada disco de pele por meio da técnica do tape stripping
diferencial (TEICHMANN et al., 2005) com o auxilio de fitas adesivas, conforme a ilustragdo
apresentada na figura 3.4. O EC foi removido utilizando-se 10 fitas, em movimentos a favor do
crescimento do pelo, figura 3.4 (a, b). Em seguida, o FP foi removido empregando-se 2 fitas.
Para cada fita, 2 gotas de cola de cianoacrilato foram colocadas sobre a pele e a fita adesiva
posicionada sobre as gotas, pressionada por 1 minuto até estar completamente seca e removida
em um unico movimento contrario ao crescimento do pelo, ver figura 3.4 (c, d) e da camada de
pele restante corresponde a pele remanescente (PR), foi retirado um retangulo no centro, figura
34e.

Figura 3.4 etapas de extragdo das camadas de pele por meio da técnica de tape stripping diferencial.
llustracdo da autora.

3.5 Preparacéo das amostras para a quantificacdo de IONs nas camadas da pele por RFM

Foi desenvolvido um protocolo para preparacdo das amostras para obtencdo das medidas
de FMR. Devido a sensibilidade do equipamento e o tamanho reduzido da cavidade de
ressonancia onde a amostra é colocada para anélise, foi selecionada uma regido retangular com
area de 0,1215 cm? da érea central dos discos de cada camada de pele EC, FP e da pele PR,
conforme a ilustragéo apresentada na figura 3.5. Em seguida as fitas retangulares de EC e FP e
a PR foram inseridas em seringas de 1mL, as quais foram preenchidas com 600 pL de agua

destilada e congeladas em nitrogénio liquido para a analise.



Figura 3.5 Preparo das amostras para as varreduras. llustragdo da autora.

3.6 Resultados e Discussao
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A figura 3.6 mostra os espectros do sinal RFM obtidos das amostras de ION com

diferentes diluicdes em funcdo da concentragdo de IONs na faixa de 1,69 x 10° a 1,69 x 10

NPs mL™.
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Figura 3.6 Intensidade do sinal de FMR em funcdo do campo magnético para diferentes concentracdes

de ION, conforme indicado.

As figuras 3.7 e 3.8 mostram as curvas de calibracdo obtidas relacionando o sinal FMR e a concentracao

de NPs em ION (ou concentracdo [Fe] em ION), considerando a concentracdo total de Fe no nanocoloide
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determinada por absorcdo atdmica 6,85 g mL™?, respectivamente. A faixa de concentragdo utilizadas
para NPs foram entre 1,69 x 10° a 1,69 x 10! NPs mL* e [Fe] de 0,0014 - 0,137 pug mL™.

A andlise da regressdo linear nas faixas de concentrac@es avaliadas confirmou a linearidade da
curva apresentando coeficiente de correlagdo linear (r = 0,9998). Portanto, 0 método para
calibracdo da amplitude do sinal RFM em funcdo da concentracdo de NPs ou [Fe] tem
comportamento linear, de modo que obteve-se todos os parametros indicados pelos protocolos
internacionais para a validacdo de métodos analiticos (ICH, 2005).
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Figura 3.7 Curva de calibracdo da amplitude do sinal RFM em funcdo da concentragdo de IONs.
Equacédo da reta: y = 1,74x10-10 x - 0,08694; r = 0,9998; n = 3.
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Figura 3.8 Curva de calibracdo da amplitude do sinal RFM em funcéo da concentragdo [Fe]. Equacéo
dareta: y = 1,23x1012 x -243877; r =0,9998; n = 3.
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A figura 3.9 apresenta os espectros da intensidade do sinal RFM obtido de IONSs retidas
nas diferentes camadas da pele: estrato corneo (EC), foliculo piloso (FP) e pele remanescente

(PR) ap0s permeacao cutanea.
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Figura 3.9 Espectros do sinal RFM em fungdo do campo magnético, obtidos de ION retidas no estrato
corneo, foliculo piloso e pele remanescente ap6s 12 horas de permeagdo, conforme indicag&o.

A figura 3.10 apresenta somente os espectros do sinal RFM obtido de ION retidas no
foliculo piloso (FP) e pele remanescente (PR) apds permeacdo cutanea, apresentados na figura

3.9. Controles negativos foram utilizados de peles sem ION, que ndo possuem sinal RFM.
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Figura 3.10 Espectros do sinal RFM em funcéo do campo magnético obtidos de ION retidas no foliculo
piloso e pele remanescente apds 12 horas de permeagéo.
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A deteccdo minima de NPs e a concentracdo de [Fe] presentes nas camadas da pele foi
inferior aos valores minimos detectados por ICP e AP encontrados na literatura, sendo de 8,98
x 10% NPs mL* o que corresponde a 0,00073 pg mL™ (0,00073 ppm). Os resultados obtidos
indicam que a técnica de ressonancia ferromagnética, € um metodo ainda mais efetivo e preciso
na quantificacdo de NPs e de Fe do que outros métodos tais como 0 que emprega a
suscetibilidade magnética. Na tabela 3.1 sdo listadas algumas caracteristicas dos métodos AP,
ICP, MSM e a técnica RFM empregada.

Tabela 3.1 Caracteristicas dos métodos AP, ICP, MSM e RFM

Diferenca entre os métodos AP, ICP, MSM AP ICP MSM RFM
Digestdo da amostra sim sim  ndo ndo
Amostra pode ser utilizada em outras analises ndo nao sim sim
Sensibilidade para o ferro endégeno sim sim néo néo
Precisa de amostras controle sim sim néo néo
Deteccao minima em material biologico (ppm) 2 01 2 0,00073

Em relacdo a preparacdo de amostras, a digestdo de 6rgdos ou suspensdes necessarias
para 0s métodos AP e ICP geralmente levam 24 horas enquanto as medidas por RFM podem
ser realizadas imediatamente ap0s a coleta das amostras. Portanto, a técnica RFM é um método
mais robusto, em comparacdo com os métodos comumente utilizados, uma vez que é mais
simples, reprodutivel e rapida, ndo sendo necessario controles, pois os valores de RFM séo
apenas influenciados pelo ferro das particulas magnéticas e ndo pelo ferro enddgeno.

Na literatura ndo ha relatos sobre a aplicacdo tdpica de ION visando o tratamento de
doencas associadas aos foliculos pilosos, como a alopécia, enfatizando a sua distribuicdo e
quantificacdo nas camadas da pele. Os resultados obtidos acrescentam novas informacdes sobre
a distribuicdo passiva de NPs de 6xido de ferro nas camadas da pele utilizando a técnica de
decapagem diferencial e a sua quantificacdo em espectrémetro de ressonancia ferromagnética.

Os resultados das permeacdes 12 e 24 horas serdo apresentados na integra no capitulo 6.
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CAPITULO 4

QUANTIFICACAO DOS FARMACOS FINASTERIDA E DUTASTERIDA
NAS CAMADAS DA PELE

Neste capitulo sera apresentado o desenvolvimento dos métodos analiticos
cromatograficos simples e seletivo para a quantificacdo dos farmacos finasterida e de
dutasterida. Os dados referentes a validacdo dos métodos foram empregados na realizacdo dos
experimentos subsequentes de avaliagdo da permeacdo das nanoformulages sintetizadas por

meio da quantificacdo dos farmacos nas diferentes camadas da pele.
4.1 Materiais e Métodos

Os farmacos finasterida e dutasterida (pureza > 98,0%) foram adquiridas da Purifarma
(Anapolis, Brasil). Acetonitrila e metanol grau HPLC foram adquiridos da J.T Barker
(Phitisburg, USA) e Acido fosforico da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo da FIN e da DT foi realizada com o auxilio do Cromatografo Liquido de
Alta Eficiéncia (CLAE) modelo Shimadzu, composto por bombas modelo LC-20AT, injetor
automatico modelo SIL-20ACHT, desgaseificador DGU-20A3R, unidade controladora modelo
CBM-20A, forno modelo CTO-20?, detector de UV modelo SPD-M20A e coluna de fase
reversa C18 (15 mm x 4,6 mm, 3um de didmetro, Discovery Supelco). O software utilizado

para as analises foi o programa de analise cromatografica LC Solution Shimadzu.
4.3 Determinacao dos comprimentos de onda de absor¢do méaxima dos farmacos

A determinacdo dos comprimentos de onda de absor¢cdo maxima dos farmacos foi
realizada por meio de varreduras de solugbes de FIN ou DT em metanol com concentracfes
iguais a 100 pg/mL no espectrofotdometro de UV/Vis (Shimadzu, UV 1800). na faixa de
comprimento de onda entre 200 e 700 nm. Os comprimentos de onda de maxima absor¢do no

UV/Vis foram selecionados para analise da FIN ou DT por CLAE.
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4.4 Métodos e condigdes analiticas para quantificacdo de FIN ou DT por CLAE

O desenvolvimento do método padronizado para a FIN, foi realizado considerando-se a
fase mdvel composta por uma mistura de Acetonitrila: 4gua acidificada com acido fosférico
0,01M (40:60, v/v) e a deteccdo foi realizada em 215 nm e vazdo de 1mL/min. No caso do
método padronizado para a DT a fase movel foi composta por uma mistura de Acetonitrila:
Agua acidificada com &cido fosforico 0,01M (62:38, v/v) e a deteccdo realizada em 280 nm, a
vazdo de 0,8 mL/min. O volume de inje¢do das amostras nos dois métodos foi igual a 20 pL e
o forno mantido a temperatura de 40 °C.

4.5 Validacdo dos métodos analiticos para quantificacdo de FIN ou DT

Os métodos padronizados foram validados em termos de linearidade, preciséo, exatid&o,
especificidade/seletividade e limite de quantificacdo, segundo a legislacdo vigente (ANVISA),
2003; ICH, 2005).

4.5.1 Especificidade/Seletividade

A seletividade/especificidade dos métodos representa a sua capacidade em dosar uma
determinada substancia mesmo na presenca de interferentes (ANVISA, 2003). Sendo assim,
injetou-se no CLAE amostras dos farmacos em metanol e no meio (60 agua/0,5 tween 80/40
EG -etilenoglicol) na concentracdo de 7,5 pg/mL na auséncia e presenca de cada extrato de pele
(EC, FP e PR) e das ION para garantir que os interferentes da pele da orelha de suinos e 0s
componentes das ION ndo interferissem na quantificacdo dos farmacos. Todos os ensaios foram
realizados em sextuplicadas independentes e os resultados analisados considerando-se a area

dos picos obtidos e o tempo de retencdo de cada farmaco.

45.2 Linearidade

Trés curvas de calibracdo na faixa de concentragdo dos farmacos entre 0,5 e 15 pg/mL
foram construidas a partir de trés solug¢des estoque de FIN ou DT (50 pg/mL). A linearidade
foi avaliada a partir da regressdo linear da curva obtida (equacéo da reta y = ax + b, onde (a)

corresponde ao coeficiente angular e (b) ao coeficiente linear). A andlise de variancia
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(ANOVA) confirmou a linearidade da curva, homogeneidade das variancias e normalidade dos
residuos, os quais foram distribuidos sem tendéncia e coeficiente de correlacdo linear (r)
minimo aceitavel de r = 0,99 (ANVISA, 2003).

4.5.3 Precisao

A precisdo foi determinada pela quantificacéo de concentracfes conhecidas dos farmacos.
As amostras foram preparadas nas concentragdes 0,5; 7,5 e 15,0 pg/mL que equivalem as
concentracfes minima, média e méaxima da curva de calibracdo. As analises foram realizadas
no mesmo dia para determinar a variabilidade intra-corrida e em dias diferentes para se
estabelecer a variabilidade intercorridas. A precisao foi avaliada calculando-se o coeficiente de

variacdo (CV), por meio da seguinte equacao:

CV% = (desvio padrdo/concentracdo média) x 100 4.1)

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

A repetitividade (precisdo intracorrida) foi avaliada considerando-se a disperséo dos
valores das areas dos picos obtidos para as amostras com as concentragdes 0,5; 7,5; 15 pg/mL
em triplicatas.

A precisdo intermedidria (precisao intercorrida) foi avaliada considerando-se a dispersao
dos valores das areas dos picos obtidos para as amostras com as concentra¢@es 0,5; 7,5; 15

pg/mL em triplicatas obtidas em dias diferentes, com o mesmo equipamento.

4.5.4 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados encontrados nas analises
e foi realizada utilizando-se as mesmas concentracdes descritas anteriormente para o célculo da
precisdo. Os resultados foram expressos em termos de porcentagem de recuperagéo:
E%= (concentracdo média) / (concentracdo tedrica) x 100 4.2)
onde: E% corresponde a porcentagem de recuperacdo dos farmacos das camadas da pele;
concentra¢do media experimental é a média das medidas em triplicata para cada concentracdo

analisada; e concentragdo teorica corresponde a que deveria ser obtida apos a analise.
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Para a realizagdo desse ensaio as regides EC, FP e PR de peles foram extraidas por meio
da técnica do tape stripping diferencial (ANGELO et al., 2016b; MATOS et al., 2015; SILVA
et al., 2016; TAMPUCCI et al., 2014) com o auxilio de fitas adesivas. As fitas adesivas com
EC, FP e a PR picotadas foram colocadas em frascos e adicionou-se solucdes padrdes dos
farmacos em metanol (50 ug/mL), correspondente as concentragdes de 0,5; 7,5; 15 pg/mL.

A solucdo foi evaporada e em seguida 3 mL de metanol foram adicionados aos frascos
que permaneceram em agitacdo por 3 horas para extracdo e avaliacdo da recuperacdo dos
farmacos. O conteudo dos frascos foi filtrado em membranas de 0,45 um conectados a seringas
e analisados por CLAE. Este experimento foi realizado em triplicata para cada concentragao

dos farmacos.

4.5.5 Limites de Quantificacdo (LQ) e de Detec¢do (LD)

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

e calculados de acordo com as equacOes 4.3 e 4.4:

LD=3,30/S (4.3)
LQ=106/$S (4.4)

onde: ¢ = desvio padrdo do intercepto no eixo Y da curva de calibragdo, S = coeficiente angular

da curva de calibragéo.

4.6 Resultados

4.6.1 Determinacdo do comprimento de maxima absorc¢éo dos farmacos

Os espectros de varredura na regido do UV/Vis obtidos da FIN e da DT sdo apresentados
nas figuras 4.1 a e b, respectivamente. Os valores dos comprimentos de onda de absorcéo
selecionados para a deteccdo da FIN e da DT em CLAE foram iguais a 215 nm e 280 nm,
respectivamente, por serem 0s mais seletivos durante as analises, ndo havendo outros picos de
absorcédo do solvente e nem de interferentes no cromatograma analisado nestes comprimentos

de ondas.
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Figura 4.1 (a) Espectro de absor¢do no UV/Vis de uma solucgdo de FIN e em (b) DT em metanol a 100
ug/mL. Faixa de varredura: 200 a 600 nm.

4.6.2 Quantificacao dos farmacos por CLAE

No método analitico padronizado para a FIN a fase movel foi composta por uma mistura
de acetonitrila: &4gua acidificada com &cido fosforico 0,01M (40:60, v/v) e a deteccdo foi
realizada em 215 nm com vazdo de ImL/min. O farmaco FIN apresentou tempo de retencdo
em 12,7 minutos. Enquanto que, no método padronizado para a DT a fase movel foi composta
por uma mistura de acetonitrila: agua acidificada com acido fosférico 0,01M (62:38, v/v) e a
deteccéo realizada em 280 nm, com a vazéo de 0,8 mL/min e tempo de retencdo em 11,5
minutos. O volume de injecdao das amostras nos dois métodos foi igual a 20 pL e a temperatura
do forno igual a 40 °C.

Apbs o desenvolvimento de um método analitico é fundamental que este seja validado
para garantir a qualidade da andlise e assegurar a confiabilidade dos resultados. O objetivo de
uma validacdo é demonstrar por meio de estudos experimentais que 0 método é apropriado para
a determinacdo qualitativa, semiquantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias
em produtos farmacéuticos. Para isso, € necessario é necessario que o método apresente
linearidade, precisdo, exatidao, especificidade/seletividade e limite de quantificacdo, segundo
legislagdo vigente (ANVISA, 2003; ICH, 2005). Os resultados obtidos para os parametros
utilizados na validacdo da metodologia analitica desenvolvida para a quantificacdo dos

farmacos empregados serdo apresentados a seguir.

4.6.3 Especificidade/Seletividade
A figura 4.2 mostra os cromatogramas referentes a injecdo de 20 pL de solugdes de FIN
com concentra¢do 7,5 pg/mL) em metanol, no meio (60 agua / 0,5 tween 80 / 40 EG), e 0s

interferentes da pele e componentes da ION, o farmaco FIN apresenta tempo de retencdo em
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11,7 minutos. Na Figura 4.3 sdo apresentados os cromatogramas referentes a injecao de 20 pL
de solucbes de DT com concentragdo 7,5 ug/mL em metanol, no meio (60 &gua / 0,5 tween 80
/ 40 EG) e os interferentes da pele e componentes da ION, o farmaco DT apresenta tempo de
retengdo em 11,5 minutos.
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Figura 4.2 Cromatogramas referentes a injecéo de solugdes de FIN com concentragao de 7,5 pg/mL em

metanol, meio (60 agua / 0,5 tween 80 / 40 EG) e os interferentes da pele (EC, FP, PR) e componentes
da ION.
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Figura 4.3 Cromatogramas referentes a injecdo de solugdes de DT com concentragdo de 7,5 pg/mL em
metanol, meio (60 agua / 0,5 tween 80 / 40 EG) e os interferentes da pele (EC, FP, PR) e componentes
da ION.

A analise dados apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3 indicam que os métodos validados sao
seletivos para as dosagens dos farmacos FIN e DT estudadas.
4.6.4 Linearidade

A linearidade é a caracteristica de uma metodologia analitica para que os resultados

obtidos sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de um intervalo
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especificado (RIBANI et al., 2004). As figuras 4.4 e 4.5 mostram as curvas analitica obtidas
para a FIN e para a DT, respectivamente, na faixa de concentragdo entre 0,5 a 15 pg/mL,
utilizando-se metanol. A partir da analise da regressao linear é possivel afirmar que o0 método
apresentou linearidade nessa faixa de concentracdo uma vez que o coeficiente de correlagédo
linear obtido foi de 0,9999 para as curvas dos farmacos em metanol, estando de acordo com o
preconizado pela ANVISA (ANVISA, 2003).

300000

200000

Area (mAu)

100000 - /

e

1 1 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Concentrag&o FIN (ug/mL)

P
1
1

0

Figura 4.4 Curva analitica obtida das areas dos picos dos espectros UV-vis em 215 nm para a FIN por
CLAE. Concentragdes diluidas em metanol. Equacdo da reta: y = 20938x — 338,61 e coeficiente de
correlagdo linear: r = 0,9999.
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Figura 4.5 Representacdo grafica da curva analitica obtida das areas dos picos dos espectros UV-vis em
280 nm para a DT por CLAE. ConcentracGes diluidas em metanol. Equacdo da reta: y = 8192,15x +
330,77 e coeficiente de correlacéo linear: r = 0,9999.

4.6.5 Precisdo
A precisdo consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas realizadas em uma mesma amostra em ensaios independentes. As tabelas 4.1 e 4.2

apresentam os resultados para as amostras FIN e DT, respectivamente, nas concentragdes de
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0,5; 7,5; e 15 ug/mL em metanol. As amostras foram analisadas intra e intercorrida e 0s
resultados expressos como coeficiente de variagdo (CV%), ndo foram superiores a 5%
(ANVISA, 2003). Portanto, os métodos propostos para a quantificacdo dos farmacos FIN e DT
por CLAE foram precisos para as concentragdes de 0,5; 7,5 e 15 ug/mL dos farmacos diluidos

em metanol e realizadas intra e intercorrida.

Tabela 4.1 Analise da precisao e exatiddo intra e intercorrida do método de quantificacdo em CLAE da
FIN diluida em metanol, em funcdo da concentracao.

Concentracdo Tedrica Concentracdo Experimental Precisdo Exatidao

(pg/mL) (ng/mL) CV (%) (%)

Intracorrida (n=6)

0,5 0,5 1,96 100,63

7,5 7,51 1,02 100,18

15 15,47 0,82 103,14
Intercorrida (n=6)

0,5 0,51 2,43 102,65

7,5 7,57 3,96 100,98

15 15,46 1,08 102,41

Tabela 4.2 Anélise da precisdo e exatiddo intra e intercorrida do método de quantificacdo em CLAE da
DT diluida em metanol em fun¢do da concentragdo.

Concentracdo Tedrica Concentracdo Experimental Precisdo Exatidao

(ug/mL) (ug/mL) CV (%) (%)

Intracorrida (n=6)

0,5 0,51 4,18 101,41

7,5 7,51 0,73 100,19

15,0 15,19 3,39 100,41
Intercorrida (n=6)

0,5 0,50 1,74 99,58

7,5 7,50 1,55 100,05

15,0 15,15 1,96 101,03

4.6.6 Exatidéao

A exatiddo consiste na proximidade dos resultados obtidos pelo método utilizado em
relagdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003; ICH, 2005) que devem ser expressos em termos
de porcentagem de recuperacdo e apresentar valores na faixa de limites aceitaveis, entre 85,0%
e 115,0% (TIWARI; TIWARI, 2010), levando-se em consideracdo as especificacoes
estabelecidas pelas autoridades internacionais para validacdo de métodos bioanaliticos
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os testes de recuperacao dos farmacos foram realizados com o intuito de validar o

processo de extracdo da FIN e da DT das camadas de pele EC, FP e da PR, ap6s a permeagao;
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além de verificar a capacidade extratora do metanol para os fdrmacos nas diferentes matrizes.

Na tabela 4.3 estéo apresentados os resultados da recuperacdo da FIN e na tabela 4.4 os de DT

extraidas com 3 mL de metanol a partir das diferentes camadas de pele EC, FP e PR.

Tabela 4.3 Porcentagem de recuperacdo da FIN do EC, FP e ER utilizando 3 mL de metanol como

solvente extrator.

Amostra CTFIN CMFIN Precisdo Exatidao
(ug/mL) (pg/mL) CV (%) (%)
EC 0,52 2,11 103,97
FP 0,5 0,51 2,60 102,61
ER 0,52 3,79 104,42
EC 7,68 1,22 102,35
FP 7,5 7,64 0,62 101,88
ER 7,61 0,64 101,42
EC 15,97 0,96 106,49
FP 15,0 15,82 1,59 105,58
ER 15,46 0,71 103,04

Tabela 4.4 Porcentagem de recuperacdo da DT do EC, FP e ER utilizando 3 mL de metanol como

solvente extrator.

Amostra CTDT CMDT Precisdo Exatidao
(ug/mL) (ng/mL) CV (%) (%)
EC 0,51 0,09 101,06
FP 0,5 0,50 0,03 100,42
ER 0,49 0,04 97,73
EC 7,40 0,51 98,67
FP 7,5 7,50 0,33 99,93
ER 7,62 0,56 101,65
EC 15,40 1,09 102,66
FP 15,0 15,05 0,82 100,30
ER 15,04 0,63 100,28

O processo de extragdo da FIN e da DT das camadas de pele mostrou-se eficiente dentro

do intervalo de linearidade (0,5 a 15 pg/mL) dos métodos analiticos validados por CLAE. A

recuperacdo dos farmacos foi obtida dentro do limite aceito para a validacdo de métodos
bioanaliticos (£ 15%) (TIWARI; TIWARI, 2010). Desta forma, a metodologia padronizada é
adequada para quantificacdo da FIN e de DT presentes no EC, FP e PR.

4.6.7 Limite de Quantificacéo e Deteccao

Os valores de quantificacdo e detecgao determinados sdo adequados para a determinagao
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do perfil de liberagdo e permeagao de FIN de DT nas camadas da pele. Conforme se observa na
tabela 4.5, os valores quantificados sdo superiores aos LQ e LD teoéricos do método analitico

em questao.

Tabela 4.5 Limite de Quantificacdo e Deteccdo tedricos da FIN e DT diluidas em metanol.

Solvente LQ LD
Metanol (ug/mL) (ng/mL)
FIN 0,13 0,04
DT 0,23 0,07

Portanto, os métodos analiticos cromatograficos simples e seletivo desenvolvidos para a
quantificacdo dos farmacos finasterida e de dutasterida foram validados com sucesso com
relacdo a linearidade, precisdo, exatidao, especificidade/seletividade e limite de quantificacdo
e detecgéo, pois apresentaram valores dentro dos limites requeridos pela legislagéo vigente
(ANVISA), 2003; ICH, 2005).
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CAPITULO5

FORMULACOES COM INIBIDORES DA 5 ALFA REDUTASE
ANCORADOS EM NPS COLOIDAIS DE MAGUEMITA: OBTENCAO E
CARACTERIZACAO

Neste capitulo serdo abordados o processo de ancoramento dos farmacos finasterida
(FIN) e dutasterida (DT) em nanoparticulas de 6xido de ferro, y-Fe2Oz - maguemita, (ION), a
caracterizacdo e o estudo da estabilidade das nanoformulagcdes desenvolvidas para a
administragdo topica visando direcionar os farmacos aos foliculos pilosos para o tratamento da

alopécia androgénica.

5.1 Métodos

5.1.1 Incorporacéao dos farmacos nas ION

Para o procedimento de incorporacdo dos farmacos nas ION, inicialmente estes foram
dissolvidos em um baldo volumétrico em 100 pL de metanol. Em seguida, o volume do baldo
50 mL foi completado com o nanocoloide contendo as ION e mantido sob agitacdo mecanica
por 24 horas resultando nas nanoformulaces ION-FIN e ION-DT. As concentracfes de 250
tg mL™* de ION-FIN e 125 pug mL™* de ION-DT foram utilizadas em todos os experimentos.
Trés aliquotas de 1 mL foram separadas para caracterizacdo das nanoformulacgdes descritas no
capitulo 2 (2.3).

5.1.2 Estudo da estabilidade coloidal das nanoformulagoes

A estabilidade coloidal das amostras ION, ION-FIN e ION-DT foi monitorada por meio
dos parametros: diametro hidrodindmico Du (nm), potencial zeta { (mV), indice de
polidispersdo PDI, potencial hidrogenionico (pH), eficiéncia de encapsulacdo (EE%), para o
periodo de 1 dia até 90 dias ap6s a preparacdo, em triplicatas com volume igual a 1mL, a
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temperatura ambiente (30 °C) e geladeira (10 °C), acondicionadas em ampolas de vidro (1,5
mL).

5.1.3 Eficiéncia de Encapsulacdo EE%

As concentracOes de FIN ou DT encapsuladas nas ION foram determinadas por meio da
diferenca entre a concentracgdo total do farmaco quantificada na nanoformulacéo total (Ctotal) €
a concentracdo de FIN ou DT ndo encapsulado presente no sobrenadante (Csobrenadante),
considerando-se que, a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) é dada por:

EE%= [(C total — Csobrenadante) / Ctotal] X 100 (5.1)

Para obtencdo da Ciota das nanoformulacgdes foram diluidas em metanol (1:10) e para a
coleta do sobrenadante foi realizada a decantacdo magnética por 24 horas de 1mL das
nanoformulagcdes ION-FIN e ION-DT. Em seguida, esse foi coletado e diluido (1:10) em
metanol para quantificacdo do fArmaco ndo encapsulado.

5.2 Analise estatistica

Todas as nanoformulagdes foram preparadas e analisadas em triplicatas. Os resultados
foram expressos em média = desvio padrdo (DP) e analisados utilizando-se o software
GraphPad Prism®. Diferencas significativas entre o conjunto de dados foram obtidas por
analise de variancia (two-way ANOVA), e pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi

definido como p < 0,05.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Caracterizacado morfoldgica

As figuras 5.1 (a) e 5.2 (a) mostram as imagens de MET obtidas das nanoformulagées
ION-FIN e ION-DT e os respectivos histogramas 5.1 (b) e 5.2 (b) obtidos a partir de varias
micrografias, nas quais os diametros de mais de 500 nanoparticulas foram mensurados. O ajuste
de dados apresentados nos histogramas foi realizado por meio da funcéo log-normal obtendo-
se 0 diametro médio da ION-FIN igual a Dmer = 7,8 + 0,06 nm, e dispersdo de tamanho ¢ =

0,20 + 0,01 nm, enquanto que para ION-DT obteve-se 0 Dver = 7,6 £ 0,10 nm, e dispersédo de
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tamanho ¢ = 0,23 + 0,02 nm. Observa-se nas duas figuras que as nanoparticulas possuem

formato aproximadamente esférico, diametro medio e dispersédo de tamanho semelhante.
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Figura 5.1 (a) Imagem de MET obtida da amostra ION-FIN. (b) Histograma de distribuigdo do diametro
da amostra ION-FIN.
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Figura 5.2 (a) Imagem de MET obtida da amostra ION-DT. (b) Histograma de distribui¢éo do didmetro
da amostra ION-DT.

5.3.2 Caracterizacao fisico-quimica por espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros de FTIR dos nanocoloides ION-FIN e ION-DT e dos respectivos controles
(FIN e DT), séo apresentados nas figuras 5.3 e 5.4, respectivamente. Observa-se nos espectros
obtidos das nanoformulagdes ION-FIN e ION-DT a presenca dos grupos funcionais
caracteristicos dos respectivos controles com atenuacdo das intensidades dos mesmos. Portanto,
a incorporagdo dos farmacos nas ION é indicada por meio da presenca de bandas nos espectros
de ION-FIN e ION-DT nas faixas de vibracdo de estiramento N-H do grupo amida (3500-3500
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cm™), ligagdo C=0 do grupo amida (1700-1600 cm?), vibragdes de deformagéo plana dos C-H
dos anéis aromaticos (850-800 cm™) e apenas na amostra DT e ION-DT vibragBes de
estiramento C-F (1350-1120 cm™*) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008b; L ASZCZ et al.,
2015). No espectro de ION-FIN e ION-DT também estdo presentes as bandas referentes as
ligacGes Fe-O da ION em 636, 583 e 438 cm, que sdo atribuidos a fase maguemita (SOLER
et al., 2007¢c) e bandas resultantes da bicamada de AL em 2955, 2870 cm™ do estiramento
assimétrico va(C-H) e simétrico vs(C-H) dos grupos CHs, como também do CH. em 2920 e
2850 cm™ (HERRERA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017) (Cap.2, se¢do 2.5.4).

Observa-se também nas figuras 5.3 e 5.4 0s picos das vibragdes dos principais grupos funcionais
de FIN em ION-FIN e DT em ION-DT em destaque. Em FIN e ION-FIN os picos destacados
correspondem a ligagdo N-H do grupamento amida em 3429 e na lactama em 3234 cm™, a
ligagdo C=0 do grupo amida em 1685 e na lactama em 1666 cme as vibragdes C-H do anel
aromatico (814 cm™) (AHMED; AL-ABD, 2018; DA SILVA et al., 2015; FRELEK et al., 2014;
WAWRZYCKA et al., 1999). Enquanto que, nos espectros IR de DT e ION-DT estdo
destacadas as vibragdes v(N-H) do grupamento amida em 3471 e da lactama em 3176 cm™,
v(C=0) do grupo amida em 1714 e na lactama 1680 cm™ e v(C=C) do anel aromatico em 1591

cmt, v(C-F) em 1680 cm™ e as vibragdes v(C-H) do anel aromatico em 827 cm™ [10-12].
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Figura 5.3 Espectros FTIR obtidos da FIN e do nanocoloide ION-FIN.



55

P

Transmitancia (%)

4000 3500 3000 2000 1500 1000 500

Namero de Onda (cm™)
Figura 5.4 Espectros FTIR obtidos da DT e do nanocoloide ION-DT.

O alargamento do pico do grupo carboxila (C=0) e o0 seu deslocamento para menor
numero de onda observado nos espectros de ION-FIN e ION DT em bicamadas lipidicas apos
a inclusdo de farmacos hidrofobicos ou moléculas, como esteroides, é diretamente proporcional
ao fortalecimento da ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do grupo carboxilico do lipidio
(BIRUSS; DIETL; VALENTA, 2007; DIES et al., 2015; KIM et al., 2014). E provavel que a
FIN e DT além de fortalecerem as ligacdes de hidrogénio entre os grupos C=0 das moléculas
de AL que compdem a bicamada, também facam ligacdes de hidrogénio entre suas moléculas
(LASZCZ et al., 2015; WAWRZYCKA et al., 1999).

InteracOes hidrofdbicas intermoleculares também ocorrem entre as moléculas de FIN, DT
e a bicamada de AL, interacdo de Van der Walls. Quanto maior a cadeia carbénica do farmaco
mais interagdes de Van der Walls podem ocorrer proporcionando melhor “ancoragem” de FIN
e DT nas ION, o que pode resultar pequenos deslocamento de picos. Sendo assim, como a DT
(estrutura molecular C27H30FsN202) possui uma cadeia carbonica maior e € mais hidrofobica
do que a FIN (estrutura molecular C23HssN202 (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008a))
certamente realizara mais interagdes de Van de Waals do que a FIN nas ION (COLE et al.,
2011).

Todos os dados obtidos por FTIR para as amostras FIN, ION-FIN, DT e ION-DT estéo
na tabela 5.1.
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Tabela 5.1 Bandas FTIR observadas nas amostras FIN, ION-FIN, DT, ION-DT e seus nimeros de ondas

(cmd).
Banda FIN ION-FIN DT ION-DT
v(N-H) amida 3429 3429 3471 3471
v(N-H) lactama 3234 3234 3176 3176
v(C=0) amida 1685 1685 1714 1714
v(C=0) lactama 1666 1666 1680 1680
v(C-H) 814 814 827 827
v(C=C) - - 1591 1591
v(C-F) - - 1680 1680
va(C-H) CHs - 2955 - 2955
vs(C-H) CHs - 2870 - 2870
va(C-H) CH» - 2920 - 2920
vs(C-H) CH: - 2850 - 2850
v(Fe-0) - 636, 583, 438 - 636, 583, 438

5.3.3 Estudo da estabilidade coloidal de ION, ION-FIN e ION-DT

Na tabela 5.2 estdo listados os valores obtidos para os parametros que foram monitorados
(Dn, PDI, potencial zeta, pH e EE%) para avaliacdo da estabilidade coloidal de ION-FIN e
ION-DT, a partir do primeiro dia até 90 dias da preparacdo. Os coloides foram armazenados a

temperatura ambiente (30°C) e a 10°C.

Tabela 5.2 Dados obtidos do monitoramento dos parametros DH, PDI, potencial zeta, pH e EE% para
avaliacdo da estabilidade coloidal das nanoformulacdes por 90 dias.

ION ION-FIN ION-DT

1 Dia 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C
Du(nm) 124,40+0,70 122,63+0,75 116,83+0,83 116,37 +0,46 118,27 0,70 117,70+0,10
PDI 0,19+ 0,001 0,19+0,006 0,18+0,001 0,18+0,008 0,18+ 0,008 0,18 + 0,006
£ (mV) -3557+0,30 -3553+0,66 -3423+0,15 -3440+0,26 -3580+053 -36,77+0,49
pH 7,42 £0,09 7,43+0,09 7,42 £ 0,03 7,47 0,02 7,48 £ 0,03 7,48 £0,02
EE (%) - - 99,50+ 0,05 9959+0,04 99,92+0,01 99,93 + 0,01
90 Dias 10°C 30°C 10°C 30°C 10°C 30°C

Du(nm) 142,60+1,73 131,87+1,62 126,20+1,18 120,47+165 1295716 12543+0,38

PDI 019 + 0,008 0,19+0,004 0,19+0,003 0,17+0,001 0,18+ 0,006 0,18 £ 0,004
£ (mV) -35,67+0,47 -36,47+0,38 -34,77+0,37 -3580+0,40 -36,53+0,35 -36,73+0,69
pH 7,34 £ 0,06 7,34+0,14 7,40 £ 0,04 7,22+0,01 7,47 +0,23 7,44 0,34

EE (%) - - 99,30+0,06 99,34+0,05 99,78+ 0,02 99,82 +0,02

Diametro hidrodindmico Dy (nm), potencial zeta { (mV), Indice de polidispersio PDI, potencial hidrogenidnico
pH, Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%). Dados apresentados: média + desvio padrdo. ANOVA, p<0,05.
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As dispersdes coloidais ION-FIN e ION-DT apresentaram densidade de carga negativa
assim como a ION. Os baixos valores de PDI encontrados mostram que as formulagdes sdo
monodispersas e homogéneas.

A analise estatistica realizada comparando-se os dados de ION, ION-FIN e ION-DT,
apresentados na tabela 5.2, mostrou ndo haver diferengas significativas (p > 0,05) entre os
valores dos pardmetros registrados em 0,1,3,7,15,30,60 e 90 dias, nas diferentes condicOes de
temperatura. Estes dados indicam que os coloides ION, ION-FIN e ION-DT séo estaveis,
considerando-se que apresentaram potencial zeta em torno de —35 mV nas condig¢des analisadas,
mesmo apo6s a incorporacdo dos farmacos hidrofobicos (IOCCA, 2013; LI et al., 2016;
SANTANA et al., 2005; SOLER et al., 2007b; TIETZE et al., 2013).

5.3.4 Andlise termogravimétrica

A figura 5.5 mostra as curvas termogravimétricas de ION-FIN e ION-DT (linha cheia) de
suas derivadas (DTG, linha pontilhada), bem como uma ilustracdo das IONSs relativa a cada
etapa, engquanto na tabela 5.3, estdo listados os valores de perdas percentuais de massa (Am)

nas faixas de temperaturas consideradas (AT) e os picos das derivadas das curvas TG (DTG).
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Figura 5.5 Curvas termogravimétricas (linha cheia) e DTG (linha pontilhada) de ION, ION-DT, ION-
FIN.

As ION funcionalizadas com uma bicamada de AL apresentaram duas grandes perdas de
massa abaixo de 400 °C que correspondem a decomposi¢do das moléculas de AL fisiossorvidas
e quimiossorvidas na superficie das NPs, 0 mesmo se observa para as formulages ION-FIN e
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ION-DT. Uma terceira etapa de perda de massa foi observada nas curvas das amostras ION-
FIN e ION-DT acima de 600 °C, que se refere a decomposicao dos farmacos incorporados as
ION sendo o Am total de 24,1 ¢ 25,1% ¢ DTG em 624,8 ¢ 683,8 °C, respectivamente.

Tabela 5.3 Valores das perdas de massa (Am) totais obtidos na faixa de temperatura considerada (AT) e
picos das derivadas das curvas termogravimétricas (DTG) correspondentes.

Amostras Am (°C) AT (°C) DTG (°C)

ION 20,3 25-1000°C 231,5/349,5
ION-FIN 24,1 25-1000°C 251,1/349,5/624,8
ION-DT 25,1 25-1000°C 231,5/349,5/683,8

Os resultados obtidos da caracterizac¢do das nanoformulagdes sintetizadas mostraram que
0 processo de ancoramento dos farmacos finasterida (FIN) e dutasterida (DT) em nanoparticulas
de oOxido de ferro, foi realizado com sucesso, ndo interferindo nas caracteristicas do coloide
original, bem como na estabilidade dos mesmos monitorada pelo periodo de 90 dias apds a

sintese, indicando o potencial das nanoformulagdes desenvolvidas para a administracdo topica.
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CAPITULO 6

APLICACAO TOPICA IN VITRO DAS NANOFORMULACOES
DESENVOLVIDAS

Neste capitulo serdo apresentados os dados obtidos com o estudo de liberacdo e permeacéo
in vitro dos farmacos presentes nas nanoformulagdes desenvolvidas em diferentes camadas de
pele suina, usada como modelo. Em adicéo, também serao apresentados os dados obtidos para

a permeacao das nanoparticulas de 6xidos de ferro.

6.1 Anélise estatistica

Todos os resultados apresentados nesse capitulo sdo expressos em média + desvio padrao
(DP) e foram analisados utilizando o software GraphPad Prism®. Diferencas significativas
entre o conjunto de dados foram obtidas por analise de variancia (two-way ANOVA), e pelo
teste de Tukey. O nivel de significancia foi definido como p < 0,05 e os valores de p foram
expressos conforme os diferentes niveis de significancia: p < 0,05 (*), p <0,01(**) e p < 0,001
(***) e p < 0,0001 (****).

6.2 Estudo in vitro de liberacdo de FIN e DT presentes nas nhanoformulacdes

O estudo in vitro da liberagdo dos famacos presentes nas nanoformulaces ION-FIN e
ION-DT foi realizado utilizando-se um meio constituido por 60% agua: 0,5 tween 80: 40%
etilenoglicol (EG), pH 7,4 a temperatura ambiente, mantido em agitador orbital (180 rpm). No
inicio da liberacdo foi adicionado ao meio 1 mL das formulaces de ION-FIN (250 pg/mL),
ION-DT (125 pg/mL). Foram realizadas coletas de 1 mL do meio apés 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24,
30, 36, 48, 72, 96 horas, com reposi¢cdo do volume do meio. As amostras de ION-FIN e ION-
DT, foram decantadas com o auxilio de um ima e a quantidade de farmaco liberada, presente
no sobrenadante, foi determinada pelo método analitico previamente validado para cada
farmaco em CLAE (Capitulo 4). Como controle, um experimento semelhante foi realizado com
1 mL dos farmacos, na mesma concentracdo das formulacGes, dispersos em 60% agua: 0,5%
tween 80: 40% EG, pH 7,4, denominados de CT-FIN e CT-DT. O experimento foi realizado
em triplicatas para cada formulacdo. O meio constituido por 60% agua: 0,5% tween 80: 40%
EG, pH 7,4, foi utilizado devido a baixa solubilidade dos farmacos FIN (0,00198 mg/mL) e DT
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(0,000908 mg/mL) em agua (ALOGPS). O perfil de liberacdo dos farmacos a partir das ION-
FIN, ION-DT e dos controles CT-FIN e CT-DT foi calculado de acordo com a seguinte

equacao:

Qrealt = Crmensurada X V +Vax Z n-1 Ca (61)

Onde: Qreait € a quantidade liberada acumulada de farmaco no instante t; Cmensurada € @
concentracdo mensurada do farmaco da coleta no instante t; V € o volume do meio; Va € 0
volume de amostra removido na coleta; e Ca é a concentracdo de farmaco na amostra removida.

Para garantir que o experimento de liberag&o fosse realizado em condigéo sink, ou seja,
qgue a concentracdo do farmaco no meio em estudo ndo excedesse 10% do valor da sua
solubilidade no mesmo, essa foi determinada para que ndo ocorresse a saturacdo do meio
prejudicando a liberacdo. As solubilidades dos farmacos no meio foram determinadas
adicionando excessos dos farmacos no meio (60% agua: 0,5% Tween 80: 40% EG), pH 7,4. As
suspensdes foram agitadas por 24 h, filtradas em filtros de porosidade de 0,45 um e diluidas

antes da analise quantitativa por CLAE. O experimento foi realizado em triplicata.

6.3 Estudo de permeacéo cutanea in vitro das nanoformulacdes

Estudos in vitro com FIN e DT nanoencapsuladas utilizando células de Franz
modificadas, tém mostrado que os farmacos ndo atravessam a pele em permeacdes passivas
como as realizadas nesse estudo, ndo sendo possivel a quantificacdo desses no compartimento
receptor (MADHESWARAN et al., 2013b, 2013a, 2015, 2017; NOOR et al., 2017). Os
experimentos de permeacédo in vitro foram realizados utilizando-se 0 método Saarbriiecken
modificado por 12 e 24 horas com as nanoformula¢Ges ION-FIN, ION-DT e os seus respectivos
controles CT-FIN e CT-DT, em quintuplicata. O método Saarbrtiecken modificado ndo possui
compartimento receptor, somente um sistema embaixo da pele que a mantém hidratada ao longo
do experimento (ANGELO et al., 2016a), como detalhado no Capitulo 3, se¢édo 3.3. Ao final
do experimento, as peles foram retiradas do suporte, o excesso das nanoformulagdes e dos
controles foi removido com agua e papel absorvente. As camadas da pele estrato cérneo (EC),
foliculo piloso (FP) e pele remanescente (PR) foram extraidas por meio da técnica tape
stripping diferencial (TEICHMANN et al., 2005) com o auxilio de fitas adesivas, Capitulo 3,
secdo 3.4.

As fitas de SC, FP e PR foram preparadas para a quantificacdo de ION e ferro empregando

a técnica espectroscopia de ressonancia ferromagnética (RFM). Como esta técnica € nédo
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destrutiva, ap6s as medidas de RFM, os farmacos foram recuperados das respectivas camadas
de pele, em metanol, sob agitacdo por 3 horas, filtrados e analisados por CLAE, conforme foi

descrito no Capitulo 4, secdo 4.5.4.

6.4 Resultados e Discussao

6.4.1 Estudo in vitro de liberacéo de FIN e DT a partir das nanoformulactes

O estudo de liberacdo durante 96 horas, foi realizado in vitro com o objetivo de avaliar a
velocidade com que os farmacos séo liberados das nanoformulagdes ION-FIN e ION-DT em
comparagao com os respectivos controles CT-FIN e CT-DT. Para que o ensaio de liberagéo ndo
fosse prejudicado pela baixa solubilidade em agua dos farmacos foi utilizado um meio
constituido por 60% agua / 0,5 tween 80 / 40% EG e as solubilidades de FIN e DT determinadas
nesse a temperatura ambiente, pH 7,4, cujos resultados sdo apresentados na tabela 6.1. E
necessario conhecer a solubilidade dos farmacos no meio de liberagdo para garantir que durante
0S experimentos ndo ocorra a saturacdo do mesmo e os farmacos deixem de ser liberados das

NPs, sendo assim, os perfis de liberacdo dos farmacos foram conduzidos em condicéo sink.

Tabela 6.1 Solubilidade da FIN e DT no meio de liberagéo.
Solubilidade no Meio  Condigéo Sink

Farmacos

(ng/mL) 10 %
FIN 255,09 + 1,09 25,50
DT 117,44+ 1,11 11,74

Meio 60% agua / 0,5 Tween 80/ 40 EG, pH7,4 (média + desvio padrao)

A concentragdo de FIN e DT nos controles e nas nanoformulagdes colocadas no meio de
liberacdo foram de respectivamente 250 pg/mL e 125 pg/mL em volume total de 25 mL. O
perfil de liberacdo de FIN e DT a partir de ION-FIN e ION-DT e seus controles CT-FIN e CT-
DT estdo apresentados nas figuras 6.1 e 6.2.

Observa-se na figura 6.1 que a ION-FIN liberou 75 % do farmaco e o seu controle CT-
FIN 100% em 96 horas de liberacdo. Na primeira hora do ensaio de liberacdo, ION-FIN liberou
27 % do farmaco e o controle 49 %, apresentando diferenca significativa no perfil de liberacéo
das NPs com relagdo ao controle, o qual se manteve até o final do experimento (p < 0,0001).
Em 24 horas de liberagdo 50 % de FIN tinha sido liberada das ION-FIN e 67% do controle,
enquanto que, a partir de 48 horas as NPs passaram a liberar 2,8 % do farmaco a cada 24 horas

estabilizando a liberacéo. O controle liberou todo o farmaco ao final das 96 horas.
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Figura 6.1 Perfis de liberacdo da FIN a partir da ION-FIN contendo 250 ug/mL de FIN, pH 7.4 ¢ de
suspensdo do farmaco na mesma concentragdo, n = 3, p < 0,05, conforme indicacéo.

Diferentemente, observa-se que outros estudos de liberagdo foram comprometidos pela
ma solubilidade de FIN no meio utilizado, tampé&o fosfato, e apresentaram baixa libera¢éo do
farmaco em 40 dias de experimento. Neste estudo, os perfis de liberacdo da FIN pelas ION-FIN
e CT-FIN puderam ser melhor avaliados devido a escolha de um meio no qual o farmaco
pudesse se difundir livremente ndo havendo a saturacdo desse ou a desestabilizacdo das NPs
durante as 96 horas de experimento, ndo sendo observado precipitados no fundo do baldo. As
ION-FIN apresentaram uma efetivo controle da liberacdo do farmaco em relacéo ao respectivo
controle, que ao final do experimento liberou 100% do seu contetdo.

Os resultados apresentados na figura 6.2, mostraram que, no caso da nanoformulagéo
contendo dutasterida, 62 % do farmaco foi liberado no periodo de 96 h, enquanto que o
respectivo controle,CT-DT liberou 92%. Nas primeiras horas de experimento também houve
diferenga significativa do perfil de liberagdo do farmaco na nanoformulacdo, comparado-se
com o controle que liberou maiores quantidades de farmaco durante todo o periodo do
experimento (p < 0,0001).

O fato de ao final do experimento o controle ndo ter liberado todo o conteido de farmaco

se deve a menor solubilidade de DT (117,44 pug/mL) no meio, se comparada a FIN (255,09
ug/mL).
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Figura 6.2 Perfis de liberagdo da DT a partir da ION-DT contendo 125 pg/mL de DT, pH 7, 4, e de uma
suspensdo aquosa do farmaco na mesma concentragdo, n = 3, p < 0,05, conforme indicacéo.

A partir de 24 horas a nanoformulacdo passou a liberar aproximadamente 8,7% do
farmaco a cada periodo de 24 horas. Os resultados obtidos para liberagdo de DT, amostra
controle,é melhor do que os disponiveis na literatura, que empregaram a DT em etanol/agua, e
resultaram em baixa liberacdo de DT que pode que pode ser atribuido a baixa solubilidade da
dutasterida em solventes polares (NOOR et al, 2017, MADHESWARAN et al., 2013a, 2013b
2015, 2017).

A liberacdo controlada dos farmacos por meio das nanoformulagées ION-FIN e ION-DT
estd em acordo com o que se espera para carreadores nanoparticulados destinadas a aplicacédo
topica, devido ao acumulo das NPs nos FP promovendo a liberacdo controlada dos farmacos

para os tecidos adjacentes.

6.4.2 Estudo de permeacéo in vitro de ION, [Fe], FIN e DT a partir das nhanoformulagdes

Os estudos de permeacao foram realizados in vitro em pele da orelha de suinos devido a
similaridade com a pele humana, principalmente com relagéo a estrutura folicular (PRACA et
al., 2018). Nos experimentos para a quantificacdo de ION e [Fe], os controles CT-FIN e CT-
DT foram medidos, mas ndo apresentaram sinal de RFM por ndo serem magnéticos, havendo
durante a medida sinal apenas na presencga de ION nas permeac6es com ION-FIN e ION-DT.
A seqguir, serdo apresentaremos os resultados obtidos da quantificacdo de ION, ferro, FIN e DT
nas camadas de pele EC e FP e PR, em permeac0es de 12 e 24 horas com ION-FIN e ION-DT.
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Os resultados da quantificacdo de ION por RFM nas camadas de pele (EC, FP e PR) em
12 e 24 horas de permeacdo com ION-FIN e ION-DT, estdo apresentados na figura 6.3. Apos
a quantificacdo das ION a concentracdo de ferro [Fe] presente nas camadas da pele também foi

estimada, figura 6.4.
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Figura 6.3 Concentragdo de NPs/cm? retidas em cada camada de pele apds 12 e 24 horas de permeacédo
com ION-FIN e ION-DT, n =5, p < 0,05, conforme indicag&o.

A retencdo de ION nas camadas de pele para os periodos de 12 e 24 horas de permeacao
das nanoformulacbes foi diferente. Observa-se na figura 6.3 que apds 12 e 24 horas de
permeacao das nanoformulacGes, as nanoparticulas de 6xidos de ferro foram detectadas em
todas as camadas da pele, porém, com valores muito baixos na PR. No caso da formulagéo
ION-FIN, comparando-se os periodos de 12 e 24 h de permeacdo, houve diferenca significativa
na retencdo de ION apenas nos FP. Ao contrario, os histogramas referentes a dutasterida
mostram diferenca significativa na retencdo de ION em 12 horas de permeacgdo, comparando-
se com a de 24 horas nas regides de pele EC e FP. Em adicéo, verifica-se na regido da pele
remanescente infimas quantidades de nanoparticulas de Oxidos de ferro para as duas
formulacBes. Comparando-se as formulagfes com diferentes farmacos, observa-se que a
retencdo de ION nas permeac6es com ION-DT foi superior as com ION-FIN no SC e no FP.

As quantidades de ferro [Fe] em pg/cm? estimadas para cada camada da pele apds 12 e
24 horas de permeacdo com ION-FIN e ION-DT séo apresentadas na figura 6.4, apresentam a
mesma distribuicdo obtida para as NPs (ION) conforme esperado, observando-se 0 mesmo

perfil de retencao.
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Figura 6.4 Quantidade de [Fe] pg/cm? retido nas camadas da pele apds 12 e 24 horas de permeagéo com
ION-FIN e ION-DT, n =5, p < 0,05, conforme indicacao.

As figuras 6.5 e 6.6 apresentam a permeacdo e retencdo dos farmacos FIN e DT nas
diferentes camadas da pele em 12 e 24 horas de permeacdo com ION-FIN e ION-DT,
comparadas aos seus respectivos controles CT-FIN e CT-DT. Observa-se que as quantidades
de FIN e DT retidas nas camadas da pele em 12 e 24 horas de permeag¢do com ION-FIN, ION-
DT resultaram no aumento significativo dos farmacos nas regiées EC e FP, quando comparados
aos respectivos controles (CT-FIN e CT-DT). Adicionalmente, a retencdo dos farmacos FIN e
DT na PR em 12 e 24 horas de permeacdo com ION-FIN e ION-DT, comparadas aos seus
respectivos controles CT-FIN e CT-DT, mostram que apenas pequenas quantidades dos
farmacos ficaram retidos na PR, sem apresentar diferenca significava entre a permeagdo com

as nanoformulaces e com os controles.
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Figura 6.5 Quantidade de FIN (ug/cm?) retida nas camadas da pele apés 12 e 24 horas de permeacéo
com ION-FIN e ION-DT, n =5, p < 0,05, conforme indicag&o.
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Figura 6.6 Quantidade de DT (ug/cm?) retida nas camadas da pele apés 12 e 24 horas de permeagdo com
ION-FIN e ION-DT, n =5, p < 0,05, conforme indicacao.

Observa-se na figura 6.5 nas permeacdes de ION-FIN e CT-FIN que a quantidade
recuperada de FIN na PR em 12 horas é da mesma ordem da obtida em 24 horas de permeacao.
Enquanto que, comparando-se o resultado das permeacGes de 12 e 24 horas de ION-DT e CT-
DT (figura 6.6) observa-se uma reducdo da quantidade de DT na PR em 24 horas, quando
comparada ao obtido em 12 horas. A analise pode ser feita considerando-se as quantidades
retidas de ION, [Fe] no EC e FP as pequenas quantidades dos farmacos que alcancam a regidoda
PR durante 12 e 24 horas de permeacao, indica que as nanoparticulas de 6xidos de ferro nao
atravessam a pele em permeacOes passivas como as realizados durante esse estudo
(MADHESWARAN et al., 2013b, 2013a, 2015, 2017; NOOR et al., 2017). Sendo assim,
acredita-se que as concentracgdes utilizadas de ION, [Fe] e dos farmacos foram suficientes para
saturar a camada da PR em 12 horas de permeacéo, logo essa quantidade se manteve mesmo
com o0 aumento do tempo de exposicao da pele a nanoformulagéo e ao controle. No caso das

permeacGes com ION-DT e CT-DT, o fato de as quantidades retidas de DT na PR em 24 horas
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ser inferior as encontradas em 12 horas, poderia ser um indicativo de maior direcionamento da
DT para os FP.

Os resultados da quantificacdo de ION e ferro nas permeacdes com ION-DT também
indicam uma maior retencéo desses no EC e FP, quando comparadas a ION-FIN nos tempos
analisados. Os resultados indicam que a maior hidrofobicidade de DT (LogP = 5,79) em
comparacdo com a FIN (LogP = 3,53), pode ter sido determinante para maior interacdo e
retencdo de ION-DT nos FP e uma maior retencdo de ION, [Fe] e DT nesse anexo cutaneo que
sdo preenchidos por sebo.

O perfil de permeacéo e retencdo de ION, [Fe], FIN e DT em pequenas quantidades na
PR e a manutencédo dessas independente do tempo de exposicao topica as nanoformulagdes €
favoravel ao tipo de aplicacdo avaliada, pois quanto menor a quantidade desses na PR menor a
possibilidade de atravessarem a pele, alcancarem a corrente sanguinea e facilitando a acédo
sistémica e resultando em efeitos adversos indesejaveis.

Os resultados obtidos nos estudos de permeacéo in vitro realizados comas nanoformulagdes
com inibidores da 5 alfa redutase ancorados em NPs coloidais de maguemita e a quantificacdo
dos ativos ION, [Fe], FIN e DT nas camadas da pele, permitiu avaliar o potencial das
nanoformulagdes desenvolvidas ION-FIN e ION-DT, de interagir com a pele, romper a barreira
do EC e aumentar o depdsito de ION, [Fe] e dos farmacos FIN e DT nos FP, regido de interesse
para a terapia proposta. A presenca desses ativos no FP viabiliza a inativacdo seletiva e
irreversivel das enzimas responsaveis pela conversdo da testosterona em DHT no FP,
interrompendo assim o principal mecanismo fisiopatolégico da AA, por via topica.

Na literatura ndo ha relatos sobre a aplicacdo topica de IONs como nanocarreadores de
farmacos, visando o tratamento de doencas associadas aos foliculos pilosos, como a alopécia,
bem como a investigagéo da distribuicdo e quantificacdo das mesmas nas camadas de pele. Os
resultados obtidos neste trabalho acrescentam novas informagdes importantes para o estudo da
biodistribuicdo passiva de NPs de Oxido de ferro nas diferentes camadas de pele, seu potencial
na incorporagdo e veiculagdo de farmacos hidrofobicos em meio aquoso, sua estabilidade,

liberacdo, permeacdo e o seu potencial de administragdo por via tdpica.
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CONCLUSAO

Neste estudo nanoparticulas de maguemita funcionalizadas com uma bicamada de 4cido
laurico (ION) foram sintetizadas e empregadas como plataformas para ancorar os farmacos
finasterida e dutasterida produzindo as nanoformulacGes denominadas ION-FIN e ION-DT,
respectivamente. As nanoparticulas apresentaram diametro de ~ 8 nm e comportamento
superparamagnético, com magnetizacao de saturacdo a temperatura ambiente igual a 63 emu/g,
credenciando-as para aplicacGes biomédicas.

A anélise dos resultados obtidos dos espectros Raman e infravermelho por transformada
de Fourier, complementadas pela analise termogravimétrica confirmou a presenca da bicamada
de &cido laurico na superficie das nanoparticulas, bem como a incorporacdo dos farmacos
finasterida e dutasterida ao nanocarreador. No caso desse nanocarreador, a funcionalizacdo das
nanoparticulas com o acido laurico, ocorreu por coordenacdo bidentada em ponte entre o grupo
carboxilico do &cido laurico e o Fe da superficie da nanoparticula. Enquanto que, e a segunda
camada de acido laurico acopla-se por meio de interacdes hidrofobicas das cadeias carbbnicas
saturadas do acido graxo, nas quais os farmacos sdo ancorados com eficiéncia de encapsulacao
de 99%. A funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas com &cido laurico e a incorporacgéo
dos farmacos FIN e DT resultaram em nanoformulages estaveis que apresentam caracteristicas
essenciais para a aplicacdo topica na area farmacéutica.

As nanoformulacGes desenvolvidas foram empregadas em ensaios in vitro de liberagéo e
permeacao cutanea durante 12 e 24 horas, nas diferentes camadas da pele como o estrato corneo,
foliculo piloso e pele remanescente, empregando um modelo com pele de orelha de suinos. As
diferentes camadas da pele foram extraidas por meio de tape stripping diferencial. A
concentracdo de nanoparticulas de oxidos de ferro ou (ferro) nas diferentes camadas da pele,
foi obtida por meio da técnica de espectroscopia de ressonancia ferromagnética, enquanto que
os farmacos, finasterida e dutasterida, foram quantificados por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Os componentes das nanoparticulas como o ferro do nucleo, e o &cido laurico
da cobertura foram escolhidos para atuarem em associacdo com os farmacos no tratamento
topico da alopécia androgénica. Os resultados obtidos nos estudos de permeacdo in vitro
realizados a partir das nanoformulagGes com inibidores da 5 alfa redutase ancorados em NPs

de maguemita coloidal e a quantificacdo dos ativos ION, [Fe], FIN e DT nas camadas da pele,
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permitiu avaliar o potencial de ION-FIN e ION-DT, de interagir com a pele, romper a barreira
do EC e aumentar o depésito de ION, Fe) e dos farmacos FIN e DT nos FP, regido de interesse
para a terapia proposta. A presenca desses ativos no FP viabiliza a inativacdo seletiva e
irreversivel das enzimas responsaveis pela conversdo da testosterona em DHT no FP,
interrompendo assim o principal mecanismo fisiopatologico da AA, por via topica.

Os resultados dos ensaios in vitro de liberacdo e permeagdo cutdnea mostraram que as
nanoformulacdes produzidas com inibidores da 5 alfa redutase ancorados em NPs de
maguemita coloidais induzem uma liberacdo controlada dos farmacos e capacidade de romper
a barreira da pele, o estrato corneo, chegando uma quantidade muito pequena dos farmacos a
pele remanescente, pois a maior parte de ION, e dos farmacos FIN e DT foi direcionado aos
foliculos pilosos, regido de interesse para a terapia proposta. E importante observar que 0s
foliculos pilosos séo afetados pela alopécia androgénica e sao alvo da agdo dos ativos presentes
nas nanoformulagoes.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para os estudos sobre a biodistribui¢éo
passiva de NPs de 6xido de ferro nas camadas da pele, mostrando que as nanoformulagcfes
desenvolvidas tém potencial para a incorporacdo e veiculacdo de farmacos hidrofébicos em
meio aquoso, com liberacdo controlada e potencial para a administragdo de farmacos por via

topica.

PERSPECTIVAS

Para a continuidade do trabalho sugere-se realizar estudos de citotoxidade em foliculos

pilosos, e estudos pré-clinicos para avaliar a eficacia das formulacdes in vitro e in vivo.
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