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RESUMO

A alopecia androgénica (AGA) é a mais comum das doencas cronicas
dermatoldgicas e, entre os tratamentos utilizados para esta disfuncdo, o minoxidil
(MNX) a 2% e 5% em solugbes hidroalcodlicas topicas apresenta sintomas
relacionados a absorgdo sistémica do farmaco, irritacdo do couro cabeludo devido
ao alcool contido na formulacdo e retorno dos sintomas apoés interrupcdo do
tratamento. O objetivo deste trabalho foi preparar, caracterizar e avaliar o perfil de
liberacdo, a retencéo no estrato corneo (EC) e nos foliculos pilosos do MNX em
lipossomas (LMNX) e destes lipossomas incorporados ao gel de
hidroxipropilmetilcelulose (LMNX/HPMC). Estudos de estabilidade, difragdo de
Raios-X (DR-X), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e calorimetria diferencial
exploratdria (DSC) foram realizados para LMNX/HPMC (4 mg/mL). O perfil de
liberacdo in vitro, retencdo e permeacdo foi realizado em células de difusdo de
Franz, comparando-se as formulagbes LMNX e LMNX/HPMC a solucédo
hidroalcodlica de MNX (20 mg/mL). A atividade promotora de crescimento capilar in
vivo de LMNX/HPMC foi avaliada em ratos Wistar tratados por via tdépica com o0s
LMNX/HPMC e medicamento referéncia (Regaine®) a 2%. Andlises de DR-X, FTIR e
DSC sugerem interacdo farmaco-lipossoma e lipossoma-hidrogel. Porém, nos
resultados da liberacéo in vitro, os coeficientes de difusdo do MNX a partir de LMNX
(Dx10® = 4,8205+0,0451 cm?/s) e a partir de LMNX/HPMC (Dx10°® = 4,5900+0,0451
cm?/s) sdo semelhantes (p > 0,05) indicando que HPMC n&o interfere na liberacdo
do farmaco. A retencdo no EC in vitro apresentou-se na seguinte ordem
decrescente: MNX em solucéo (19,05+1,58 pg/cm?) > LMNX (8,65+2,15 pg/cm?) >
LMNX/HPMC (4,08+0,70 ug/cm?). Contudo, a retencéo in vitro de MNX nos foliculos
a partir de LMNX/HPMC (2,42+0,77 pg/cm?) foi semelhante & obtida a partir da
solucdo de MNX (4,40+2,81 ug/cm?) e significativamente menor que a obtida a partir
de LMNX (14,60+4,47ug/cm?), possivelmente devido & maior habilidade de
formulagfes lipossomais promoverem deposito folicular. Ao contrario do observado
para o0 MNX em solugéo, a partir das formulacdes lipossomais, ndo foi detectada a
presenca de MNX no meio receptor. Nos estudos in vivo, o nimero de foliculos por
milimetro linear de pele apresentou-se na seguinte ordem decrescente: grupo
referéncia (25,82+1,04) > LMNX/HPMC (20,97+0,46) > controle (11,79%0,25),

indicando a grande eficiencia de LMNX/HPMC, que apesar de possuir uma



concentragdo de MNX vinte vezes menor que o medicamento referéncia, sua
atividade foi apenas 19% inferior a deste. LMNX/HPMC foi capaz de prolongar a
fase anagena de foliculos dos animais, desde a primeira semana de tratamento
(100% de foliculos em fase anagena) e apresentou 0 menor tempo entre inicio e
final do crescimento de novos pelos comparado ao produto referéncia e ao grupo
controle. Portanto, conclui-se que o sistema lipossomal foi capaz de evitar a
penetracdo de MNX através da pele, mostrou-se habil em promover depdsito
folicular e que sua incorporacdo ao gel de HPMC néao influenciou na liberacdo do
farmaco, constituindo-se assim em formula¢cdes adequadas ao uso topico do

minoxidil.

Palavras-chave: Lipossomas. Foliculo piloso. Minoxidil. Alopécia.



ABSTRACT

The androgenic alopecia is the most common of the chronic dermatologic diseases
and, among the treatments used on this dysfunction, the minoxidil (MNX) at
concentrations of 2% and 5% administered in topical hydroalcoholic solutions
presents some symptoms related to the systemic absorption of the drug, scalp
irritation due to the alcohol contained on the formulation and return of symptoms after
treatment interruption. The aim of this work was to prepare, characterize and
evaluate the release profile, the retention in the stratum corneum (SC) and in the hair
follicles of MNX entrapped in liposomes (LMNX) and these liposomes incorporated to
a hydroxypropyl methylcellulose gel (LMNX/HPMC). Stability studies, X-Ray
diffraction, Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) and differential scanning
calorimetry (DSC) were performed for the LMNX/HPMC (4 mg/mL). The in vitro
release profile, the retention and the permeation on the SC and hair follicles were
realized utilizing Franz diffusion cells, comparing the LMNX and LMNX/HPMC
formulations with the hydroalcoholic MNX solution (20 mg/mL). Promoter activity
assays of LMNX/HPMC on hair growth in vivo were performed on Wistar rats treated
by topical via with LMNX/HPMC and a reference medicament (Regaine®) at 2%. XRD
analysis, FTIR and DSC suggest drug - liposome and liposome - hydrogel
interaction. However, results from the in vitro release studies, the MNX's coefficients
of diffusion from the LMNX (Dx10° = 4.8205+0.0451 cm?/s) and the LMNX/HPMC
(Dx10° = 4.5900+0.0451 cm?/s) were similar (p > 0.05) indicating that the HPMC
doesn't interfere in the drug's release. The retention in the SC presented decreasing
in the following order: MNX in solution (19.05+1.58 pg/cm?) > LMNX (8.65+2.15
ng/cm?) > LMNX/HPMC (4.08+0.70 pg/cm?). However, the MNX's in vitro retention in
the follicles from the LMNX / HPMC (2.42+0.77 pg/cm?) was similar to the one
obtained from the MNX's solution (4.40+2.81 pg/cm?) and significantly lower than the
one obtained from the LMNX (14.60 + 4.47pg/cm?), possibly due to the greater ability
of liposomal formulations promote follicular depots. Contrary to the observed for the
MNX in solution, liposomal formulations did not release in the receiver compartment.
In the in vivo studies, it was observed that the number of follicles per linear millimeter
of skin presented decreasing in the following order: reference medicament
(25.82£1.04) > LMNX/HPMC (20.97+0.46) > control group (11.79+0.25). It denotes



the big efficiency of the LMNX/HPMC, since despite having a MNX's concentration
20 times lower than the reference medicament, its activity was only 19% inferior.
LMNX/HPMC enabled extending the hair follicles’ anagen phase of the animals,
since the first week of treatment (100% of follicles in the anagen phase). It presented
the shortest time between beginning and end of the new hair growth, compared to
the reference product and the control group. Thus, it could be concluded that the
liposomal system was able to prevent the penetration of MNX through the skin,
proved to be skilled in promoting follicular depot and that its incorporation to the
HPMC gel didn't influenced on the drug release, constituting so suitable formulations
for the topical usage of minoxidil.

Key words: Liposomes. Hair follicle. Minoxidil. Alopecia.
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A Alopécia androgénica (AGA) € a mais comum das doencas crbnicas
dermatoldgicas e afeta cerca de 80% dos homens caucasianos e 40% das mulheres.
A perda de cabelos € hereditaria, androgénio-dependente e inicia-se na
adolescéncia e prossegue, ao longo dos anos, com padrdo de distribuicdo definido
(BLUMEYER et al., 2011; TRUEB, 2002).

A estimulacdo androgénica leva, além do encurtamento dos fios, a
substituicdo de pelos terminais (grandes e pigmentados) por pelos velus que séo
finos e despigmentados (TRUEB, 2002).

Dentre os tratamentos utilizados para esta patologia, o uso do minoxidil
(MNX) em concentragdes de 2% e 5% veiculado em solucBes hidroalcodlicas topicas
apresenta alguns inconvenientes como sintomas relacionados a absorgao sistémica
do farmaco (RUMSFIELD; WEST; FIEDLER-WEISS, 1987; JAIN et al., 2010),
irritacdo do couro cabeludo devido ao alcool contido na formulacdo (SINCLAIR,
2005) e retorno dos sintomas apos interrupcdo do tratamento por um periodo de 4 a
6 meses (MURA et al., 2007).

Uma estratégia para contornar o retorno dos sintomas da AGA é aumentar o
depdsito de MNX no foliculo piloso. A utilizagdo de MNX associado a promotores de
absorcdo (GRICE et al., 2010), a veiculos que aumentem o tempo de contato do
farmaco com a pele (REDDY; MUTALIK; RAO, 2006), ao uso da iontoforese
(GELFUSO et al., 2013) ou a e a incorporacdo do MNX em nanossistemas (KNORR
et al., 2009; MEIDAN; BONNER; MICHINIAK, 2005; WOSICKA; CAL, 2010; SHIM et
al., 2004; MURA et al., 2007; MURA et al., 2010; PADOIS et al.,, 2011; MALI,
DARANDALE; PRADEEP, 2013) tém sido estudados com esse propésito.

Os nanossistemas carreadores possuem, dentre outras, as propriedades de
aumentar a biodisponibilidade e reduzir as reacdes adversas dos medicamentos
(PIMENTEL et al, 2007). Deste modo, varios estudos tém sido feitos com intuito de
verificar a influéncia da composicdo e do tamanho de particulas na penetracéo
folicular e na formacdo de depdsito de farmacos (TOLL et al., 2004; MURA et al.,
2007; JAIN et al., 2010; GILLET et al., 2011).

Outra maneira de facilitar a penetracdo folicular de particulas é através da
massagem durante a aplicacdo do produto (MCELNAY et al., 1993; GENINA et al.,

2002). Acredita-se que isto ocorra devido ao deslocamento do “plug” folicular, uma
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mistura de material queratinizado, lipidios, restos celulares e bactérias (MARKS;
DAWBER, 1971; THIELITZ et al., 2001) que obstrui a abertura do foliculo piloso.

Dentre os diversos nanocarreadores, os lipossomas podem ser uma
alternativa adequada para minimizar os ja elencados problemas relacionados ao uso
do minoxidil, pois além de grande biocompatibilidade devido a sua estrutura em
bicamadas ser similar as membranas biolégicas, se configuram em sistemas de
liberacdo capazes de promover depésito da substancia ativa no sitio de
administracdo (GREGORIADES, 2006; TORCHILIN, 2005).

Em substituicdo a solucdo hidroalcodlica comumente utilizada em
formulagbes contendo MNX, os polimeros hidrofilicos parecem ser os mais
adequados ja que tém sido exaustivamente utilizados como veiculo de farmacos
devido as suas propriedades muco-adesiva e promotora de penetracdo (PEPPAS;
SAHLIN, 1996; SHOJAEI, 1998). Em seus estudos com o MNX livre incorporado a
diversos hidrogéis, Reddy, Mutalik e Rao (2006) observaram que o gel de HPMC
além de se mostrar atéxico, promoveu uma menor percentagem de liberacdo do
MNX que misturas como HPC/HPMC.

Por fim, a motivagdo que gerou este trabalho foi a possibilidade de se
elaborar um nanossistema como carreador de MNX e incorpora-lo em veiculo
polimérico como forma de solucionar os problemas relacionados a irritabilidade
promovida pelo veiculo hidroalcodlico, além de verificar a melhora na acéo
promotora de crescimento de foliculos pilosos promovida pelo depdsito intrafolicular

de MNX e pelo maior tempo de contato da formulagcdo com a pele.
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2.1 A pele

A pele (Figura 1) é formada basicamente por trés camadas: a epiderme da
origem aos anexos cutaneos: unhas, pelos, glandulas sudoriparas e glandulas
sebaceas (ZATZ, 1993), a derme, com 3-5 mm de espessura, € composta por
proteinas como o colageno, a elastina e um hidrogel interfibrilar de
glicosaminoglicanos, sais e 4gua onde encontram-se embebidos estruturas como
vasos sanguineos e linfaticos, terminacdes nervosas, unidades pilossebaceas e
glandulas sebaceas e sudoriparas (MAGHRABY et al., 2008).

A Epiderme é composta de cinco camadas que se organizam da parte interna
para a mais externa em camadas denominadas de camada basal, camada
espinhosa, camada granulosa e a mais externa, o estrato corneo (MAGHRABY;
BARRY; WILLIAMS, 2008).

O estrato cérneo (EC) possui uma espessura de 10 - 15 pm
(CHRISTOPHERS; KLIGMAN, 1964) e é formado por células mortas ricas em
queratina denominadas cornedcitos que estdo imersos numa matriz intercelular rica
em lipidios. A queratina existente nos cornedcitos promove resisténcia quimica e
fisica ao tecido (ZATZ, 1993) e sua hidratacdo, plasticidade a pele, que do contrario,
guando desidratada, apresenta diminuicdo de sua resisténcia a permeabilidade
(FORSLIND, 1994).
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Figura 1 - Desenho esquematico da pele: epiderme, derme e hipoderme.
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Fonte: .betaneamartins.com.br

2.2 O foliculo piloso

O foliculo piloso est& classificado em dois tipos: os pelos terminais que séo
longos (> 2 cm) com espessura maior que 0,03 mm, sdo pigmentados e possuem
cavidade medular (SILVER, 1975; LOURENCO, 2006) e os pelos velus que
possuem espessura < 2,0 um, comprimento de, no maximo, 2 cm e nao possuem
pigmento. O didmetro do foliculo exerce influéncia na penetragéo dos farmacos pela
via transfolicular; logo, os pelos terminais possuem maior poder de penetracdo que
os velus (TOLL et al., 2004; LOURENCO, 2006).

Trés bainhas envolvem a raiz do foliculo piloso (Figura 2). A bainha mais
externa da raiz se apresenta como uma invaginacao da epiderme situada entre a
matriz germinativa e a superficie do couro cabeludo; a bainha interna da raiz envolve
o pelo separando-o da bainha externa da raiz, e estende-se apenas parcialmente
pelo foliculo; por fim, a bainha conjuntiva formada de tecido conjuntivo constituindo

uma extensdo da derme que envolve toda estrutura epitelial do foliculo piloso.


http://www.betaneamartins.com.br/procedures-view/estrutura-da-pele/
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Figura 2 - Desenho esquematico do foliculo piloso. A. Secgédo longitudinal. B. Estrutura detalhada do

bulbo capilar.
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Fonte: Krause, Foitzik, 2006.

Na extremidade mais profunda do foliculo piloso se encontra o bulbo e neste,
a matriz e a papila dérmica. A parte inferior do bulbo possui elevada atividade
mitética e as células da matriz, embora possuam baixa taxa de mitose, sdo capazes
de se diferenciar em células do pelo e de bainha epitelial interna. A papila dérmica é
composta de uma massa de fibroblastos totalmente envolvidos pela matriz epitelial;
além disto, seu tamanho define o tamanho do pelo a ser formado
(RAMACHANDRAN; FLEISHER, 2000; MEIDAN; BONNER; MICHINIAK, 2005;
GELFUSO et al., 2013).

A maioria dos estudos sobre alopécia androgénica esta focada na evolucao
de unidades pilossebaceas (HERNANDEZ, 2004) que sédo formadas pelo foliculo
piloso juntamente com a glandula sebacea e o musculo eretor do pelo; cujo ciclo
evolutivo (Figura 3) caracteriza-se pela anagénese, ou fase de crescimento que dura
anos, catagénese, ou de transicdo, com duragdo de poucas semanas e, telogénese
ou fase de repouso, com duracdo de poucos meses quando ocorre morte e queda

dos pelos (BLUME-PEYTAVI; VOGT, 2011).
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Figura 3 - Desenho esquematico do ciclo capilar
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Fonte: http://ebookbrowse.com/alopecia-020529-slides-pps-d145614587

A duracdo da anagénese depende da testosterona e da enzima 5-a-redutase
capaz de converter este horménio no metabdlito ativo dihidrotestosterona (DHT).
Este, por sua vez, liga-se a receptores androgénicos localizados nas células do
bulbo do foliculo piloso desencadeando processos que reduzem a anagénese
(BIENOVA et al., 2005; GELFUSO et al., 2013).

2.3 Minoxidil

Dentre os tratamentos utilizados para alopecia androgénica encontra-se o uso
do MNX (2,4-diamino-6-piperidinopyrimidine 3-oxide) em solucdes topicas de 2% e
5%. Este farmaco foi introduzido na terapéutica clinica, na década de 70, como anti-
hipertensivo sendo logo observada a hipertricose como efeito relacionado ao seu
uso oral (BURTON; MARSHALL, 1979; JAIN et al., 2010). A partir desta descoberta,
foi desenvolvida a solucdo hidroalcodlica tépica de MNX a 2%, aprovada pelo FDA
como primeiro medicamento para tratamento da alopécia areata e androgenética
(WONG; SCIFECT, 1994).


http://ebookbrowse.com/alopecia-020529-slides-pps-d145614587
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O MNX é uma substancia cristalina, branca, inodora, de ponto de fusdo
248°C, massa molar de 209,25 g/mol, pouco soluvel em agua (2,2 mg/mL a 25°C) e
em outros solventes (propilenoglicol: 75 mg/mL; etanol: 29 mg/mL; metanol: 44
mg/mL; DMSO: 6,5 mg/mL). Mais hidrofobico que hidrofilico, possui coeficiente de
particAo n-octanol/agua de 1,24 a 25°C (GORECKI, 1988; THE MERCK INDEX,
1988).

Sabe-se que a conversdo do MNX (Figura 4) em sua forma ativa MNX sulfato,
da-se no foliculo pela acédo da fenolsulfoiltransferase, enzima presente em grande
quantidade no foliculo piloso (BUHL et al., 1990; KUDLACEK; CLEMENS,;
ANDERSON, 1995; GELFUSO et al., 2013), mas quanto a seu mecanismo de acgao,
este ainda ndo esta totalmente esclarecido embora, nos ultimos quarenta anos,

varios estudos tenham sido publicados sobre este farmaco.

Figura 4 - Estrutura quimica do MNX

Fonte: Gelfuso, 2009.

A hipétese inicial para o mecanismo de acdo do MNX tépico seria, segundo
Headington (1987), a promocao da vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo na
papila dérmica; ou que o mais provavel mecanismo seria por estimulo do germe
secundério dos foliculos em fase telégena estimulando a evolucdo para a anagena
(MORI & UNO, 1990) ou ainda que o MNX estimula o crescimento capilar pela
abertura intracelular dos canais de potassio (BUHL et al.,, 1992; HARMON; LUTZ;
DUCOTE, 1993).
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Han (2004) avaliou a proliferacao das células da papila dérmica, em meio de
cultura, pelo ensaio de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo (MTT)
e mediu as expressdes de quinase regulada por sinal extracelular (ERK), Akt, Bcl-2
e Bax por Western blot. Avaliaram também a elongacdo dos foliculos capilares.
Concluiu, com o aumento de (ERK), Akt, Bcl-2 e Bax que o MNX pode estimular o
crescimento capilar em humanos através de efeitos proliferativos e anti-apoptoticos
sobre as células da papila dérmica, prolongando assim, a anagénese do ciclo capilar
0 gque corrobora a hipétese de Katsuoka et al., (1987).

Sakita et al. (1999) verificaram que aplicacdes topicas de MNX aumentaram a
fenestragdo nas paredes dos capilares foliculares em torno dos bulbos capilares,
confirmando assim, a alegacdo de que aplicacGes topicas de MNX séo capazes de
aumentar o fluxo sanguineo cutaneo (WESTER et al.,, 1984) e causar lesdes
angioproliferativas (PAVLOVITCH; HUBERT; LEIBOVITCH,, 1990). Em seus
estudos, Kwack et al. (2011) observaram que aplicacdes de uma solucdo de MNX a
3% na regido dorsal de camundongos C57BL/6 foram capazes de expandir a fase
anagena por ativagao da B-catenina nas células da papila dérmica.

Embora, entre as estratégias utilizadas no tratamento da alopécia
androgénica, o uso de solu¢gdes de MNX seja a mais efetiva, estudos reportam que a
interrupcdo do tratamento, por um periodo de 4 a 6 meses, leva ao retorno da queda
dos cabelos (MURA et al., 2007). Além disso, ha relatos de que duas aplicacdes
topicas diarias deste farmaco tém ocasionado efeitos cardiovasculares indesejaveis
(RUMSFIELD; WEST; FIEDLER-WEISS, 1987; JAIN et al.,, 2010) como também,
irritacdo do couro cabeludo promovida pela presenca do alcool nas solucdes
(SINCLAIR, 2005).

Grice et al. (2010) realizaram um estudo in vitro com o MNX incorporado em
veiculos contendo concentracfes variadas de agua, etanol e propilenoglicol visando
conhecer a importancia da composicdo do veiculo na penetracdo do farmaco no
estrato cérneo, anexos cutaneos e pele humana. Verificaram que, nos primeiros 30
minutos, as formulagbes contendo etanol promoveram maior retencdo do MNX no

estrato corneo e anexos cutaneos, comparadas as formulacdes sem etanol,
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verificaram também que o MNX, em veiculo contendo maior concentragdo de

propilenoglicol, apresentou aumento da penetracéo no fluido receptor apds 12 horas.

2.4 Permeabilidade da pele e anexos cutaneos

A permeacdo cutanea (Figura 5) de farmacos aplicados sobre a epiderme
intacta é, em geral, limitada pelo estrato cérneo. Além desta, outras rotas de
permeacado sao identificadas: a via intercelular, em que o farmaco se difunde atraves
dos espacos entre os cornedcitos (MOSER et al., 2001; GELFUSO et al., 2013) e, a
via dos apéndices cutaneos representada pelos foliculos pilosos e glandulas

sebaceas e sudoriparas.

Figura 5 - Diagrama simplificado do EC e suas micro-rotas de penetracdo de farmacos
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Fonte: Barry (2001).

Esta ultima via era até pouco tempo, considerada de pouca importancia no

transporte de substancias através da pele por representar apenas 0,1% da area total
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da pele. Hoje, sabe-se que a distribui¢cdo dos foliculos capilares varia nas regides do
corpo e que, as areas somadas de abertura folicular do rosto e do couro cabeludo,
chegam a 10% da area total da pele (KNORR et al., 2009; WOSICKA; CAL, 2010).
Sabe-se também que a via transfolicular além de atuar como um importante depdosito
de farmacos na pele (MEIDAN; BONNER; MICHIANIK, 2005; GELFUSO et al., 2013)
comparavel ao EC em algumas area do corpo (OTBERG et al., 2004) pode ser a via
preferencial de permeacdo e penetracdo de farmacos, como é o caso do
quimioterapico cisplatina (SIMONETTI et al.,, 2009) e também de farmacos para
tratamento de doencas associadas ao foliculo piloso como também, as que afetam a
pele em geral (VOGT et al., 2005).

As diversas regides do foliculo piloso constituem sitios especificos para a
penetracdo de compostos administrados topicamente (Figura 6): o infundibulo é uma
regido que possui poucos cornedcitos diferenciados, sendo por isso, uma area de
grande permeabilidade no epitélio folicular; as glandulas sebaceas sao
interconectadas com o foliculo piloso através do ducto sebaceo, este se abre para o
interior do canal folicular na regido inferior do infundibulo caracterizando uma
possivel rota para o tratamento da acne (VOGT et al., 2005); por fim, a regido do
istmo onde se encontram as células precursoras dos melandécitos (NISHIMURA et
al., 2002; SHAROV et al., 2003) e as células precursoras foliculares responsaveis
pelo crescimento do pelo (LOURENCO, 2006) sugerindo uma provavel rota para

tratamento de doencas relacionadas ao foliculo piloso.
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Figura 6 - Representacdo esquematica modificada dos sitios alvo de acdo de farmacos nos foliculos
pilosos terminal e vellus.
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Fonte: Lourenco (2006).

A grande profundidade de insercdo dos foliculos na pele, a reducao

progressiva da espessura do EC ao longo da estrutura do foliculo e o rico
suprimento de vasos sanguineos (GRICE et al.,, 2010) fazem com que a via
transfolicular seja vista, nos dias atuais, como uma alternativa viavel ao transporte
de farmacos e particulas que ndo conseguem contornar a barreira da pele pela via
intercelular (PATZELT et al., 2011). Além disso, a penetracdo folicular pode ser
facilitada pela massagem do couro cabeludo (VOGT et al.; 2005), produzindo assim
aumento da area viavel ou da abertura do infundibulo (LADEMANN et al., 2009).
A permeacdo através dos foliculos pilosos ou capilares € vista hoje como importante
a permeacao cutanea de substéancias, chegando a ser considerada a principal via de
penetracdo de farmacos, como a cisplatina (SIMONETTI et al., 2009) ou como
depdsitos de farmacos na pele (MEIDAN; BONNER; MICHINIAK,, 2005; GELFUSO
et al., 2013).

E crescente o nimero de estudos feitos sobre estratégias de direcionamento
de farmacos para esta via. A utilizacdo de iontoforese (MEIDAN; BONNER;
MICHINIAK, 2005; GELFUSO et al., 2013) ou de nano e microssistemas com
tamanho, composicdo e cargas de superficies controlados (DU PLESSIS et al.,
1994; TOLL et al.,, 2004; JAIN et al., 2010) tem apontado esta via de permeacgao
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como promissora para disturbios relacionados ao foliculo piloso como alopecia e
acne (MEIDAN; BONNER; MICHINIAK, 2005).

Aspectos como a condicdo e umidade da pele (ANSEL; POPOVICH; ALLEN,
2000); propriedades fisico-quimicas do farmaco e do veiculo utilizado (CAMPOS,
1994; JATO, 1997; ANTONIO, 2007) séo capazes de afetar a absor¢do percutanea,
e esta obedece as seguintes etapas:

a) Liberacéo do farmaco do veiculo;
b) Penetracdo através das barreiras da pele;
c) Ativacao da resposta farmacoldgica.

Para que ocorra a difusdo passiva de um farmaco pela interface
veiculo/estrato corneo, a substancia precisa ser primeiramente solubilizada para
entdo, sofrer particdo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007).

Segundo Aulton (2005), a difusdo pode definida como transferéncia
espontanea de uma substancia com alto potencial quimico, para uma regido de
potencial mais baixo, conduzida pelo gradiente de concentracao.

O fluxo (J) com gue o farmaco atravessa o estrato corneo é descrito pela 12
Lei de Fick que descreve que a taxa de difusdo é proporcional ao gradiente de
concentracdo (Equacao I) (MOSER et al., 2001).

Equacéo (I)
] l DmcCsm cv
- L “Cs,v

Onde:

Dm = coeficiente de difusdo do farmaco na membrana

Cs,m = solubilidade do farmaco na membrana
Cv = concentragéo do farmaco no veiculo

Cs,v = solubilidade do farmaco no veiculo
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Visando aumentar a permeacdo de um farmaco através do estrato corneo,
alguns artificios sédo possiveis, como aumento da saturacdo do farmaco no veiculo,
com consequente aumento da razdo Cv/ Cs,v; ou ainda, explorar estratégias de
interacdo farmaco-estrato cérneo, como por exemplo: aumento do coeficiente de
difusdo do farmaco na membrana (Dm) obtido pela desorganizacdo do estrato
corneo; ou através do aumento da solubilidade do farmaco na membrana (Cs,m)
utilizando solventes como o propilenoglicol e o etanol (MOSER et al., 2001; SILVA,
2012).

A segunda Lei de Fick se aplica a experimentos onde se emprega uma
membrana permanente separando dois compartimentos: o compartimento doador,
gue contém a maior concentracdo de farmaco e, o compartimento receptor onde a
concentracdo do farmaco é zero (sink conditions), dessa essa forma, o gradiente de
concentracdo € mantido. A quantidade acumulada de farmaco (m) que passa
através da membrana por unidade de area e, como fungédo do tempo até atingir o

estado de equilibrio, € expressa pela Equacéo Il:

(dm/dt) = DCoK / h  Equacéo (Il)
Onde:
Co € a concentracdo do farmaco na solucdo doadora,
K é o coeficiente de particdo soluto/veiculo/membrana

h é a espessura da membrana

Em um gréfico contendo o tempo de absorcéo (t) e a quantidade acumulada
absorvida (m) por unidade de area de membrana como funcdo do tempo, verifica-se
guando a curva se torna linear e, extrapola-se esta por¢ao linear, de modo a obter o
intercepto da curva quando m = 0, obtendo-se assim, o lag time ou o tempo que leva
para comecar a ocorrer a absorcao (AULTON, 2005).

O fluxo do soluto € proporcional ao gradiente de concentracdo através da
membrana, para se obter o maximo de fluxo, é necessario que a solucdo doadora
esteja saturada. Para isso, a solubilidade do farmaco pode ser otimizada pela
escolha do melhor veiculo e da solugéo receptora (JATO, 1997).
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2.5 Liberacao, permeacéo e retencdo cutanea in vitro

O EC é uma barreira que limita a taxa de penetragcdo, mas sendo uma
camada morta, mantém suas funcdes de barreira mesmo apdés a excisdo. Desde que
esta camada permaneca intacta, o processo passivo de penetracdo de substancias
na pele verificado in vitro € comparavel ao verificado in vivo, mesmo alguns dias
apos a excisdo da pele utilizada como membrana (GALEY; LONSDALE; NACHT,
1976; BARRY, 1983). Desse modo, membranas obtidas de tecido humano, de
origem suina, de ratos ou de macacos podem ser mantidas sob refrigeracdo, por até
um més antes de serem utilizadas, sem comprometimento de suas funcdes de
barreira.

O tecido ideal para realizacdo de estudos in vitro é a pele humana, no
entanto, além das variabilidades individuais, sua dificil obtencdo relacionada as
questdes éticas e legais (HAIGH; SMITH, 1994; GUPTA; ZATZ; REREK, 1999;
BENECH-KIEFFER et al., 2000) obrigam a utilizacéo de peles de macacos, suinos e
roedores, sendo as de roedores mais permeaveis que a pele humana (BRONAUGH,;
STEWARD, 1985).

A pele de porco serve como alternativa a pele humana devido as
semelhancas fisioldgica e histolégica como espessura e estrutura das camadas da
pele, conteudo lipidico além de glandulas sebaceas e sudoriparas (DICK; SCOTT,
1992; JACOBI et al., 2007).

O. guideline do FDA preconiza o uso de célula de difusdo como o modelo de
célula de Franz, utilizando membrana sintética, para determinacédo da liberacédo in
vitro de formulacdes tépicas liquidas, semissélidas e transdérmicas (U.S.
FDA/CDER, 1997; SHAH; ELKINS; WILLIAMS, 1999).

Os testes de liberacédo e permeacao in vitro sdo realizados em célula de difusédo de
Franz, equipada com membrana. Membranas sintéticas sao utilizadas no teste de
liberacao e, as naturais, nos ensaios de permeacao.

A célula de Franz (Figura 7) representa o modelo bicompartimental de células

de difusdo, onde os compartimentos encontram-se separados por uma membrana
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natural ou sintética. No compartimento doador, situa-se o farmaco e, no

compartimento receptor, uma solucéo onde este farmaco é soluvel.

Figura 7 - Célula de difusao vertical do tipo “Franz” (a) e sistema automatizado de difusao vertical (b).
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de temperatura (37°C) > G . /-— AT »

(@ (b)

Fonte: (a) http://www.permegear.com/franz.htm. (b) Adaptado do manual Microette, Hanson
Research.

A difusédo do farmaco do compartimento doador para o receptor € monitorada
través de coletas de amostras da solucdo receptora, em tempos determinados, para
posterior quantificacéo.

A etapa seguinte aos experimentos de permeacédo cutanea € quantificacéo do
farmaco nas amostras da fase receptora, como também, a separacdo das camadas
da pele para se saber, através de métodos de quantificacdo, a concentracdo de
farmaco retido nestas (CHIEN, 2001).

A retirada do EC é feita mais comumente pela técnica de tape stripping,
(Figura 8) (WEIGMANN et al., 1999). Nesta técnica tiras de fita adesiva séo
firmemente aderidas e retiradas em seguida para posterior quantificacdo do farmaco

retido no estrato corneo e nas camadas subjacentes de pele.


http://www.permegear.com/franz.htm
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Figura 8 - Desenho esquematico da retirada do EC pela técnica de tape stripping. Aplicagdo da
formulac&o no compartimento doador (a) e retirada do EC (b).
Fita adesiva

o Estrato

corneo

Compartimento
doador
kS 1 1 1 14 1 2 ». 1 X1 A
S S S S SR SN Sy S Saat S W S S| e e > . e —L
Epiderme Epiderme
(a) (b)

Fonte: Moser et al., (2001).

Para investigacdo da penetracdo folicular, dois métodos podem ser
empregados: o bloqueio seletivo dos foliculos capilares e o procedimento de
stripping diferencial (TEICHMAN et al., 2005).

O primeiro método consiste em se bloquear com esmalte a abertura de
foliculos capilares de modo que a formulacdo aplicada seja absorvida apenas pela
area nao bloqueada. O segundo é realizado na membrana apdés a retirada do EC e
consiste em se colocar uma gota de cola de cianoacrilato (Figura 9) e sobre esta,
uma lamina de vidro. Apds polimerizada, a cola € arrancada, juntamente com a
lamina de vidro, trazendo consigo uma mistura de material queratinizado, lipidios,
bactérias e restos celulares que sdo capazes de dificultar a penetracdo do farmaco
nos orificios foliculares. O material obtido por esta técnica € tratado com o solvente
adequado e a concentracdo de farmaco que havia penetrado no foliculo é

guantificada.
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Fonte: Arquivo pessoal.

2.6 Nanossistemas contendo MNX

Varios nanossistemas tém sido utilizados como veiculos de uso tépico para o
MNX, visando promover a liberacdo controlada do farmaco e a promocédo de
deposito folicular.

Jain et al., (2010) utilizando MNX encapsulado em lipossomas multilamelares
(MLV) de diversas composic¢des, obtidos por hidratacéo do filme lipidico, realizaram
estudos in vitro de liberacdo do MNX, de permeacao em pele de rato (ex vivo) e com
membrana semipermedavel, além de caracterizar cada formulacdo quanto aos
parametros relativos as vesiculas (tamanho, formato, eficiéncia de encapsulacéo e
lamelaridade). Os resultados mostraram que lipossomas carregados positivamente
apresentaram maior eficiéncia de penetracdo folicular, no entanto, a concentracéo e
deposicdo de MNX em cada unidade pilossebacea foram maiores para o0s
lipossomas neutros. Os autores atribuiram tal resultado a presenca das cargas
negativas da superficie da pele e dos foliculos que se ligariam as particulas
positivas, por troca ibnica, resultando em maior penetracdo do farmaco; deste modo,
justifica-se também, a maior deposi¢cdo de MNX veiculado por lipossomas neutros.

Além dos lipossomas, formulacdes de vesiculas formadas por tensoativos

nao-idnicos conhecidas como niossomas, ou contendo etanol, os etossomas tém
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sido sugeridas e, comparadas as solucbes topicas de MNX, estas formulacdes
vesiculares, em reduzidas doses, tém aumentado a deposi¢cdo cutanea deste
farmaco (CEVC, 2004; SINICO et al. 2005; MANCONI et al. 2006; MURA et al.,
2007).

Em seus estudos in vitro em pele humana, Mura e cols. (2007) analisaram o
transporte transepidérmico de lipossomas e niossomas, contendo MNX, produzidos
pelo método de desidratacdo e reidratacdo descrito por Kirby e Gregoriadis (1984),
comparados entre si e entre a solugcdo controle de MNX. Concluiram que os
lipossomas mostraram maior penetracdo nas camadas da epiderme e da derme que
0S niossomas e a solugéo controle, provavelmente devido ao menor tamanho dos
lipossomas e seu maior direcionamento a pele e seus anexos.

Em 2009, os estudos in vitro de Mura e seu grupo avaliaram a influéncia no
transporte transdérmico de MNX encapsulado em vesiculas elésticas com lecitina de
soja e diferentes concentracdes de facilitadores de penetracdo como Transcutol®,
Labrasol® e cineol. Os resultados mostraram que o0s lipossomas deformaveis
obtidos, comparados aos lipossomas convencionais e as solucdes alcodlicas,
apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade e promoveram
significante aumento da deposi¢cdo de MNX na pele.

Além dos lipossomas, nano e microparticulas tém sido estudadas como forma
de transportar farmacos através da pele e por via transfolicular. Neste caso, as
nanoparticulas séo preferidas as microparticulas devido ao seu menor tamanho; ha
ainda a possibilidade de se aumentar a penetracdo destas por meio de ocluséo da
pele na éarea aplicada e, na rota transfolicular, o uso da aplicacdo topica
acompanhada de massagens tem aumentado a penetracdo e o depdsito de
substéancias dentro dos foliculos capilares (NEUBERT, 2011).

Estudos mostram que a penetracdo das microparticulas nos apéndices
cutaneos € proporcional ao seu tamanho (TOLL et al.,, 2004). Particulas com
tamanho maior que 10 um ndo conseguem penetrar nos orificios foliculares nem na
camada cOrnea; as com diametro entre 9 e 10 um apenas concentram-se em torno
da abertura do foliculo; com 7 um penetram mais profundamente no canal folicular,
mas raramente penetram no extrato corneo (TOLL et al., 2004; LOURENCO, 2006).
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As microparticulas menores que 3 um penetram bem no interior do canal folicular,
séo encontradas nas camadas superficiais do estrato coérneo, mas ndo penetram a
epiderme viavel (ROLLAND et al., 1993).

2.7 Lipossomas

A aplicacdo tdépica de sistemas nano e microparticulados (nano e
microemulsdes e nano e microparticulas poliméricas) pode direcionar a liberagcéo
passiva de um farmaco para a rota transfolicular de acordo com o tamanho de
particula proporcionado por estes sistemas (SHIM et al., 2004; TOLL et al., 2004;
GELFUSO et al., 2013).

Devido a propriedades como capacidade de liberar o farmaco no sitio ativo
em area especifica (ROGERS, 1999), possibilitar o conhecimento prévio da taxa de
liberacdo do farmaco na pele, proteger compostos labeis (NACHT, 1995), estes
sistemas de liberacdo possuem ainda a capacidade de reter por mais tempo o
composto na pele, minimizando sua absorcdo transdérmica (ROGERS, 1999;
LOURENCO, 2006).

Entre os diversos nanossistemas, encontram-se 0s lipossomas. Estes sao
definidos como vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas
concéntricas, separadas por fases aquosas e englobando um compartimento aquoso
interno se apresentam assim semelhantes a uma membrana bioldgica. Esta
semelhanca, que os torna seguros e eficazes para fins terapéuticos (FORSSEN;
WILLIS, 1998), pode ser aumentada por estratégias como modificacdes quimicas
em suas membranas (Figura 10), resultando em veiculos adequados ao
direcionamento de farmacos (CHONN; CULLIS, 1998; ANDRADE, 2003) ou
modulacdo imune in vivo e in vitro (MEYENBURG et al., 2000).

Segundo Vogt et al. (2005), os lipossomas possuem comprovada habilidade
no transporte de farmacos para alvos foliculares. Esta e as demais propriedades dos
lipossomas podem representar uma solugcdo para os problemas como reacoes

sistémicas e irritagdo do couro cabeludo relacionados ao uso topico do MNX.
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Figura 10 - Caracteristicas estruturais dos lipossomas: convencionais — (A) farmaco hidrofilico no
interior do lipossoma; (B) farmaco lipofilico adsorvido ou no interior da bicamada lipidica; (C)
catibnico; (D) de longa circulacdo (Stealth®); (E) sitio-especificos, (F) com anticorpos ligantes na
superficie e (G) com peptideos e proteinas ligantes na superficie; (H) virossomas; (I) DNA-plasmideo
encapsulado em lipossomas catidnicos.
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Fonte: Batista et al., (2007)

Dentre muitas vantagens, os lipossomas podem transportar substancias hidro
e lipossoluveis; apresentam alta afinidade pelas membranas biologicas, séo
constituidos de anfifilicos naturais biocompativeis e biodegradaveis, por isso, vém
sendo utilizados, para aumentar a incorporacdo de substancias ativas as células,
como carreadores de farmacos, biomoléculas ou agentes de diagnostico (CHORILLI
et al., 2004) como veiculo para liberagdo controlada de principios ativos, como
carreador de proteinas através da barreira hemato-encefalica, além de proteger os
farmacos contra possiveis fatores de degradacdo como também, reduzir seus efeitos
colaterais (HAYWARD; SMITH, 1990; SUZUKI; SAKON, 1990, MAGDASSI, 1997,
RICCI et al., 2006).

A nomenclatura adotada para os lipossomas baseia-se em no seu niumero de
bicamadas lipidicas (lamelas) e tamanho (SZOKA; PAPAHADJOPOULOQOS, 1980).
De acordo com o numero de lamelas os lipossomas podem ser denominados como:
vesiculas multilamelares ou MLV (“multilamellar vesicles”) constituidas por varias
bicamadas lipidicas, aproximadamente concéntricas, com diametro que varia entre
400 e 3500 nm (JULIANO, 1981); vesiculas unilamelares sdo melhor definidas

estruturalmente e por isso mais utlizadas, representadas pelas vesiculas
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unilamelares grandes ou LUV (“large unilamellar vesicles”), de didmetro superior a
100 nm, bem como as vesiculas unilamelares pequenas ou SUV (“small unilamellar
vesicles”), com didmetro entre 20 e 50 nm (LICHTENBERG; BARENHOLZ,. 1988;
SANTOS; CANTANHO, 2002).

2.7.1 Métodos de obtenc¢do dos lipossomas

O objetivo principal na preparacdo de lipossomas é a obtencdo de vesiculas
com tamanho e estrutura adequados a encapsulacdo de farmacos ou substancias
bioativas com maxima eficiéncia (NEW, 1990; ANDRADE, 2003). Varios sdo 0s
métodos de preparacdo de lipossomas conforme descritos (Figura 11) que, segundo
Andrade (2003), se resumem basicamente a:

1. Dissolucéo dos fosfolipidios em um solvente organico normalmente cloroférmio ou
mistura de cloroformio e metanol,

2. Evaporacao do solvente orgénico;

3. Hidratacéo do filme fosfolipidico em uma solu¢édo aquosa;

4. Dissolucdo da substancia a encapsular na solucdo organica ou na solucao
aguosa, em funcéo de seu equilibrio hidrofilo/lipofilo;

5. Eliminacdo das substancias ndo encapsuladas através de técnicas de separacao
como filtragcdo em hidrogel, dialise ou centrifugacao.
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Figura 11 - Representacdo esquemética das metodologias de preparagéo de MLV, SUV e LUV
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Fonte: Santos, Castanho (2002).

hidratag3o

A caracterizacdo do produto final baseia-se segundo Andrade (2003), Pontes
et al.-(1999) em:

1. Observac®es visuais e microscopicas, verificacdo de floculagdes, etc.
2. Tamanho das particulas.

3. Perfil reoldgico.

4. Estabilidade quimica.

5. Perda de material encapsulado.

2.8 Hidroxipropilmetilcelulose

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um éter de celulose, de carater ndo ibnico e
de ampla utilizacdo na industria farmacéutica. Este polimero hidrossoluvel classifica-

se de acordo com a sua viscosidade e a proporcao entre 0s grupos substituintes
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(grupos metoxila e hidroxipropila) e seu grau de hidratacdo depende das
caracteristicas fisico-quimicas, como a molecular, o grau de substituicdo e a
viscosidade. Do ponto de vista de tolerancia fisiolégica, a HPMC (Figura 12) néo
apresenta relatos de irritacdo cutanea ou relatos de toxicidade associada ao seu uso
(XAVIER, 2008).

Figura 12 - Estrutura quimica da hidroxipropilmetilcelulose
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Fonte: Vuebas, 2006.

Xavier (2006) estudou a influéncia do hidrogel de HPMC na penetracao
cutdnea de genisteina em B-ciclodextrina. Verificou que o hidrogel comportou-se
como uma matriz hidrogelificada capaz de controlar a liberacdo da genisteina
guando comparada a formulacédo contendo genisteina em veiculo volatil. Segundo a
autora, isto se explica pelo fato de que ao evaporar o solvente, a genisteina contida
na solucao fica prontamente disponivel sobre a pele, ao contrario do hidrogel que
funciona como uma barreira a ser atravessada pela substancia ativa até alcancar a
pele.

Reddy, Mutalik e Rao (2006) realizaram estudos de permeacédo in vitro, em
pele de camundongo e membrana de didlise, determinagdo de viscosidade,
potencial de irritacdo cutanea e estabilidade a 4, 25 e 37°C, de quatro géis de MNX
usando carbopol, hidroxipropilcelulose (HPC), hidroxipropilmetilcelulose e uma
combinacdo dos dois ultimos. A viscosidade dos géis apresentou-se dentro dos
niveis adequados ao uso topico (13,780£100 e 24,950+£150 cP). Ao fim de 24 horas
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de experimento, o percentual de permeacdo através da membrana de didlise foi
praticamente 0 mesmo para todos 0s géis (92.05£1.52 e 93.52+1.95%), mas a
percentagem de liberacdo do MNX contido no hidrogel de HPMC foi menor que na
mistura HPC/HPMC. Nenhum dos géis apresentou irritabilidade cutanea e todos se

mostraram estaveis durante o periodo de trés meses.
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3.1 Objetivo geral

Desenvolver preparacéo lipossomal contendo minoxidil e avaliar sua atividade

promotora de crescimento capilar em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

- Produzir (MLVs) com caracteristicas adequadas ao uso topico;
- Elaborar e caracterizar veiculo utilizando polimero néo idnico derivado da celulose;

- Avaliar o transporte in vitro dos lipossomas, através de pele de orelha de porco

pelo método de célula de Franz;

- Investigar a atividade da formulagéo lipossomal nos modelos experimentais de

alopecia in vivo.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Materiais

Fosfatidilcolina de soja (PC) (98% Epikuron 200®) - Lucas Meyer de
(Hamburgo, Alemanha)

Colesterol (CH) - Sigma (Saint Louis, USA)

Minoxidil (P.A.) - Sigma (Saint Louis, USA)

Minoxidil (grau farmacéutico) - Valdequimica (S&o Paulo, Brasil)

Solucéo de parabenos (Phenova®) - Mapric (S4o Paulo, Brasil)
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) - Henrifarma (S&o Paulo, Brasil)

Metanol, P.A. - Merck (Darmstadt, Alemanha)

Cloroférmio, P.A. - Merck (Darmstadt, Alemanha)

Fosfato de sédio dibasico anidro P.A. - Merck (Darmstadt, Alemanha)

Fosfato de sdodio monobasico monohidratado, P.A. - Merck (Darmstadt,
Alemanha)

Hidroxido de sodio, P.A. - Merck (Darmstadt, Alemanha)

Metanol grau cromatografico - Merck (Darmstadt, Alemanha)

Acido acético glacial, P.A. - Merck (Darmstadt, Alemanha)

Docusato de sédio — Synth (Sao Paulo, Brasil)

Acido perclorico — VETEC (Rio de Janeiro, Brasil)

Trealose - Merck (Darmstadt, Alemanha)

4.1.1 Equipamentos e Acessorios

Ultra-turrax modelo T25 - Janke & Kunkel, Alemanha

Agitador mecanico modelo LR-51B — YAMATO, Japao

Contador de particula Delsa Nano S — BECKMAN COULTER®, EUA
Potencidmetro modelo W3B — BEL, Brasil

Sonda de ultrassom modelo Vibracell - BIOBLOCK SCIENTIFIC, EUA
Microscopio optico modelo H550S — NIKON, Japao

Rotaevaporador modelo TE 184 — TECNAL, Brasil
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e Células de difusdo modelo Microette Q-Pak — HANSON, EUA

e Cromatografo modelo Aliance 2695 — Waters, EUA

¢ Medidor de potencial zeta Zetatrac modelo NC-148 — Microtrac, EUA

e Microscopio eletrénico de transmissdo modelo G2 Spirit Biotwin TECNAI -
Republica Tcheca

e Centrifuga modelo KR 20.000 T — KUBOTA - Japéao

e Balanca analitica modelo AY 220 — SHIMADZU - Japéo

e Placa agitadora eletronicuher — TELESYSTEM

4.1.2 Solucdes

e Tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4
e Foram dissolvidos em baldo de 1000 mL contendo &gua destilada, 10,4520g
de fosfato de s6dio monobasico heptahidratado e 3,0408g de fosfato de sodio

dibasico monohidratado. O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH a 0,1 M.

4.1.3 Pele

A pele da regido dorsal de orelha de porco foi usada como modelo para este
ensaio. Para isto, as peles da face externa da orelha de porcos recentemente
sacrificados foram afastadas da cartilagem e de resquicios de gordura com auxilio
de pinca e bisturi. Em seguida, foram armazenadas a temperatura de -20°C, por até

um més antes de sua utilizacao.

4.2 Obtencao da curva analitica do minoxidil

A curva analitica de minoxidil (0,5 — 12,0 pg/mL) foi obtida, segundo USP-30
(2007), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando o equipamento
Aliance 2695 (Waters, Miliford, EUA) acoplado a um detector de arranjos de diodos
(PDA) 2998 (Waters, EUA), operado a 281 nm. Foi utilizada uma coluna de fase
reversa Cig (150 mm x 4,6 mm, 5 mm, XBridge™ Waters) protegida por uma pré-
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coluna da mesma composicéo (20 mm x 4,6mm), a taxa de fluxo de 0,9 mL.min™ a
39°C e um volume de injecdo de 20 pL. O desempenho do sistema cromatogréafico
foi avaliado a partir dos seguintes parametros: numero de pratos tedricos, fator de
cauda e altura equivalente do prato tedrico (HEPT), observando-se os
cromatogramas obtidos na concentracdo de 4 pg/mL. Os limites de detecgéao (LD) e
quantificacdo (LQ) foram estimados de acordo com as diretrizes do ICH. O limite de
detecgéo foi calculado através da férmula: LD = 3,3 (o / 1) e o limite de quantificacéo,
através da férmula: LQ = 10 (o / 1), onde o € o desvio padrdo do intercepto com
relacdo ao eixo dos Y e | € o valor da inclinagdo da curva analitica. Posteriormente,
estabeleceu-se correlacdo linear entre concentragdo, considerada variavel
independente (x), e relacdo entre as areas dos picos cromatograficos do farmaco e
do padréo interno, considerada variavel dependente (y). A linearidade foi avaliada
através de andlise de regressao linear, utilizando ajuste dos dados pelo método dos

minimos quadrados.

Fase movel

Foi preparada uma solucédo formada pela mistura de metanol, agua e acido
acético glacial (700:300:10) e adicionados 3,0 g de docusato sodico por litro de
solucéo. O pH foi ajustado para 3,0 com acido perclorico. A solucéo obtida foi filtrada
a vacuo utilizando membrana de 0,45 pm (Millipore®, Massachusets, EUA) e

degaseificada em banho de ultrassom por pelo menos 10 minutos.

Solucéo padréo

Para a solugcdo padréo, preparada em duplicata, foram pesados 10 mg de
minoxidil e transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, onde foi adicionada
fase movel, obtendo-se assim, uma solu¢do de concentragdo conhecida de cerca de
0,2 mg/mL. Em seguida, foram preparadas em triplicata, 06 diluicbes de cada
solucdo padrdo, em fase movel, obtendo-se as concentracbes apresentadas na

Tabela 1. Cada dilui¢éo foi filtrada através de filtros millex acoplados a seringa
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plastica, diretamente nos vials, identificada e injetada em HPLC. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

Tabela 1 - Concentracdes de MNX para elaboracado da curva analitica.

Concentracdo de MNX Volume da aliquota Volume final
(pg/mL) (uL) (mL)
0,5 25,0 10
1,0 25,0 5,0
2,0 50,0 5,0
4,0 100,0 5,0
8,0 200,0 5,0
12,0 300,0 5,0

4.2.1 Estudo de recuperacdo do minoxidil extraido das amostras de pele

Para este ensaio foram fixados em superficie lisa fragmentos de pele de
orelha de porco (n = 3 para cada concentracdo testada) com o estrato corneo
voltado para cima, e procedeu-se a retirada desta camada da pele através da
técnica de tape stripping, que consiste na aplicacdo de 15 fitas adesivas (3M®)
consecutivamente. Em um tubo de extracdo foram colocadas as 15 fitas sem estrato
coérneo. Cada uma das 15 fitas, utilizadas por amostra, foi dobrada, colocada em
tubo de extracdo e adicionada de solu¢bes metanolicas de MNX com concentracdes

conhecidas de MNX (Tabela 2).

Tabela 2 - Volumes e concentragBes de MNX contidos nas solu¢cdes metandlicas adicionadas as fitas
adesivas contendo EC ou sem EC.

Solucdo de MNX* Concentracao teérica de MNX
Volume da aliguota (uL) (ug/mL)
25 0,5
50 1,0
100 4,0

*Solugdo-mée de MNX = 200 pg/mL

O solvente foi evaporado e foram adicionados 2,5 mL de fase moével para
extracdo do MNX das fitas contendo EC. As amostras foram agitadas em vértex por

cerca de 3 minutos em seguida, mantidas em banho de ultrassom por 30 minutos.
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Por fim, foram centrifugadas durante 15 minutos a 8792 g, 4°C. O sobrenadante foi

filtrado e analisado por HPLC.

4.2.2 Estudo de recuperacdo do minoxidil extraido das amostras de contetudo

folicular

O passo seguinte foi avaliar a recuperacdo do MNX extraido através da
técnica de stripping diferencial com cola de cianoacrilato (TEICHMANN et al., 2005).
Sobre cada recorte de pele sem EC, foi colocada uma gota de cola de cianoacrilato
(Loctite®, S&o Paulo, Brasil) e sobre esta, uma lamina de vidro que, apés
polimerizacdo (aproximadamente 5 minutos), foi retirada trazendo aderida a sua
superficie o material retido dentro dos foliculos. Esse material foi transferido para
tubos de extragdo e adicionado de solucbes metandlicas de MNX com
concentragcdes conhecidas (Tabela 3). O processo de extracdo se deu como descrito

no item anterior (4.2.1).

Tabela 3 - Volumes e concentragdes de MNX contidos nas solu¢cdes metandlicas adicionadas as
amostras de cola de cianoacrilato contendo material retido nos foliculos.

Solugcdo de MNX* Concentracao teérica de MNX
Volume da aliquota (uL) _ (ug/mL)
25 1,0
100 4,0
200 8,0

* Solugdo-mée de MNX = 200 pg/mL

4.3 Obtencéao dos lipossomas contendo minoxidil

Os lipossomas multilamelares (MLVs) contendo minoxidil nas concentracdes
de 2 e 4 mg/mL foram obtidos pelo método de hidratacdo do filme lipidico (LASIC,
1993). Foram pesados a fosfatidilcolina de soja (0,7568 @), colesterol (0,0952 g),
minoxidil (0,010 g e 0,020 g) e solubilizados em mistura de cloroférmio:metanol (3:1)
sob agitacdo magnética. Em seguida, os solventes empregados foram removidos
por secagem a pressao reduzida, com o auxilio de um rotaevaporador. O filme
obtido foi hidratado com 5 mL de tampé&o fosfato pH 6,8. A dispersao lipossomal
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obtida (LMNX) foi analisada e fotografada por microscépio optico (Nikon H550S,
Japéo) acoplado a camara fotografica, com o objetivo de verificar a formacéo de
vesiculas multilamelares e a presenca de cristais de MNX. Em seguida, dispersao
lipossomal foi sonicada em sonda de ultrassom (Bioblock Scientific Vibra cell, USA)
em banho de gelo, por 20 segundos, a 200 W e 40 Hz e armazenada, sob
refrigeracdo, em frascos de vidro ambar devidamente identificados para posterior

caracterizacao e utilizacao.
4.3.1 Caracterizagao dos lipossomas contendo minoxidil
4.3.1.2 Determinacéo da eficiéncia de encapsulagéao (EE%)

Na determinacdo do teor de MNX nas suspensOes lipossomais foram
transferidas aliquotas de LMNX2 e LMNX4 equivalente a 40,0 ug do analito para
baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de metanol. As
amostras foram submetida a sonicacdo por 2 minutos para romper a estrutura
lamelar dos lipossomas e liberar o minoxidil encapsulado. Por fim, os volumes das
amostras foram completados com a fase movel, obtendo-se uma concentracao
tedrica de minoxidil, na amostra, que foi de 4,0 ug/mL. As amostras foram filtradas
através de membranas de celulose de poros de 0,22 um (Millipore, Massachusets,
EUA) e analisadas por HPLC. A concentracdo de MNX nas amostras foi
determinada pela curva analitica. Os ensaios de doseamento foram realizados em
triplicata.

Para determinacdo da taxa de farmaco livre (ndo encapsulado) foi utilizado o
método indireto de ultrafiltracdo/centrifugacdo (CAVALCANTI et al.,, 2011). Foram
transferidas aliquotas de 400 pL de LMNX2 e LMNX4 para unidades filtrantes
Ultrafree® (Millipore, EUA; cut-off = 10.000 Da) e procedeu-se a técnica de
centrifugacéo a 8792 g durante 1 hora. Vinte e cinco microlitros do conteudo filtrado
foram diluidos em 25 mL de fase mével e o MNX foi quantificado por HPLC
conforme descrito no paragrafo anterior. Os dados da eficiéncia de encapsulacéo
foram calculados utilizando a Equacéo (I1).
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Teor—MNX nao encapsulado

E (%) = x 100 Equacéo Il

Teor

4.3.1.3 Analise do tamanho de particula e indice de polidisperséo

A andlise do diametro médio de particula e indice de polidispersdo PDI foi
executada pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons. Aliquotas de 300
HL de LMNX2 e LMNX4 foram diluidas em 1000 pL de &agua deionizada e
submetidas a leitura em equipamento Delsa Nano S, (Beckman Coulter,
Pasadena,USA).

4.3.1.4 Determinagéo do potencial zeta

Para determinacdo da carga de superficie (potencial zeta) dos lipossomas,
foram diluidos 50 pL de LMNX em 5 mL de &gua ultra-pura e analisados em
aparelho Zetatrac NC-148 (Microtrac, North Largo, EUA).

4.3.1.5 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Uma aliquota de LMNX foi diluida em agua destilada (1:200), em seguida,
uma gota desta diluicao foi colocada no filme suporte de carbono. Apés um minuto, o
suporte foi enxugado com papel de filtro e corado com uma gota solucdo a 1% de
acido fosfotingstico. A gota foi seca por capilaridade em papel de filtro apds 1
minuto de contato. As telas foram deixadas no dessecador até 0 momento de serem
levadas ao microscopio eletrbnico de transmissdo (Tecnai G2 Spirit Biotwin,
Republica Tcheca) que foi operado a 80 KV.
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4.3.1.6 Estudo de estabilidade

As dispersdes lipossomais obtidas (LMNX2 e LMNX4) foram submetidas, em
triplicata, a estudo de estabilidade acelerada através de centrifugagcéo (3,165 g) por
1 hora a 4°C (centrifuga Kubota, Japdo) e estresse mecéanico em agitador com
movimento horizontal (Polytest 20, Bioblock Scientific, USA) a 180 vibragdes/minuto
durante 48 horas a 37°C. Para avaliacado da estabilidade em longo prazo, aspecto
macroscopico, variacao de pH, tamanho de particula e indice de polidisperséao (PDI)
foram monitorados logo ap0s a preparacdo e pelo periodo de estocagem nos
tempos 7, 14, 30 e 60 dias (CAVALCANTI et al., 2011).

4.4 Obtencédo do hidrogel de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e incorporacéao
de LMNX

A preparacao do hidrogel de HPMC em concentracfes de 1,5, 2,0 e 2,5%
(Tabela 4) deu-se por aquecimento da agua destilada até 70°C, quando foi
adicionada a solucéo de parabenos/fenoxietanol (Phenova®) e mantido sob agitacdo
magnética em placa aquecedora até completa solubilizacdo do conservante. Em
seguida, a agua preservada foi vertida no HPMC previamente pesado e disperso em
propilenoglicol e deixado em repouso para hidratar até o dia seguinte, quando foi
submetido a agitacdo (400 rpm) em misturador mecanico (YAMATO, modelo LR-
51B, Japéo). O pH (6,5) do gel obtido foi determinado diretamente nas amostras
utilizando potenciémetro modelo W3B — BEL (Brasil).

Os produtos foram envasados em frascos de vidro com tampa e identificados

para posterior caracterizacao.

Tabela 4 - Composicdo do hidrogel de hidroxipropilmetilcelulose.

HPMC 1,5-2,0-2,5%
Propilenoglicol 5%
Soluc&o de parabenos/fenoxietanol (Phenova®) 0,2%

Agua destilada gsp 100 mL
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A dispersao lipossomal (LMNX), contendo minoxidil na concentragao de 4,0
mg/mL, foi incorporada na propor¢cdo 1:4 (v/iv) ao hidrogel de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) em suas trés concentracdes (1,5; 2,0 e 2,5%) com
homogeneizacdo manual (HURLER et al.,, 2013) obtendo-se formulacdo com
concentragdo final de MNX igual a 1 mg/mL. As formulacdes foram armazenadas a
4°C e avaliadas macroscopicamente, a cada 3 dias, quanto a homogeneidade por

um periodo de 15 dias.

4.5 Caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes

A caracterizacao fisico quimica dos LMNX, do farmaco livre, da mistura fisica
LMNX:hidrogel de HPMC (1:4) e do polimero isolado deu-se através das seguintes

anéalises:

4.5.1 Determinacao da concentracdo de MNX em LMNX/HPMC

Para a determinagéo do teor de MNX em LMNX/HPMC, foram pesados 100
mg da formulagéo aos quais foram adicionados 0,5 mL de metanol. Em seguida, a
amostra foi agitada por um minuto em vortex e levada ao banho de ultrassom por 10
minutos. Por fim, completou-se o volume para 10 mL com fase movel (secao 4.2).

Filtrou-se e injetou-se em HPLC.

4.5.2 Determinacao da espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade de LMNX/HPMC nas trés concentracdes
(1,5%, 2,0% e 3,0%) foi realizada por metodologia descrita por Knorst (1991). Nesta
metodologia utilizam-se placas de vidro posicionadas sobre uma escala de papel
milimetrado para determinar a superficie que a amostra abrange, através da
medicdo dos diametros perpendiculares, para realizagdo do calculo do diametro
meédio. Procedeu-se da seguinte forma: com auxilio de uma seringa, colocou-se 0,5

g da amostra sobre a placa de vidro e, sobre esta, uma placa de vidro de peso
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conhecido (52,6446 g). Apos 1 minuto, foi realizada a leitura dos diametros
abrangidos pela amostra. Em intervalos de 1 minuto, foram adicionadas outras
placas de vidro de pesos conhecidos (70,0193 g, 70,2349 g e 70,3389 g) e, medidos
os diametros de espalhamento da amostra. Estas medidas foram expressas em
espalhabilidade da amostra em funcdo do peso aplicado, correspondentes a média
de trés determinacdOes de acordo com a Equacéo (lll). Este ensaio foi repetido para
cada uma das amostras em estudo. A espalhabilidade (Ei), a 24 £+ 2°C, foi calculada

a partir da seguinte Equacéao (1V)

Ei = [d%. /4] (Equacéo V)

Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?)

D = didmetro médio (mm) alcancado pela amostra apds a sobreposicdo de cada
placa

4.5.3 Difracao de Raios-X

As amostras a serem analisadas por DRX, FTIR e DSC foram MNX (p6), gel
de HPMC e LMNX/HPMC na forma de filmes armazenados em dessecador,
lipossoma sem MNX (LIPB) e LMNX liofilizados contendo 10% de trealose como
crioprotetor.

Os estudos de cristalinidade do MNX, lipossomas sem farmaco (LIPB), LMNX,
HPMC e LMNX/HPMC foram conduzidos em difratdmetro de Raios-X (DS Advance,
Bruker Optic, Germany), com radiacdo Cu-Ni (A = 1, 542 A) a 30 kV, 30 mA e angulo

de difracao na faixa de 3° e 60°.
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4.5.4 Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos de um Espectrémetro FT Bruker
Vertex 70 (Bruker Optik, Ettlingen, Germany). As amostras foram analisadas em
faixa de comprimento de onda de 650 a 4000 cm™ usando o aparato de reflectancia
total atenuada (ATR).

4.5.5 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A calorimetria diferencial exploratoria (DSC) foi realizada em equipamento da
marca Netzsch STA 449 F3 Jupiter (Netzsch, Selb, Alemanha). As curvas
calorimétricas foram realizadas a partir de temperatura ambiente até 400°C, a 10°C
min™, em fluxo de nitrogénio, utilizando uma capsula aberta de aluminio contendo

aproximadamente 5 mg de amostra.

4.6 Estudo in vitro de liberacdo do MNX a partir das formulacfes

desenvolvidas

Vérios estudos ja foram efetuados visando analisar liberacdo e permeacéo de
MNX em nanocarreadores em produtos de uso topico (SHIM et al., 2004; JAIN et al.,
2010; MALI et al.,, 2013). Baseada nestes estudos, foi feita a escolha de tampéao
fosfato pH 7,4 como solucéo receptora.

Na montagem do aparato de difusdo, as membranas de acetato de celulose
(Cut-off = MW 12000 — 14000, Fisher Scientific, EUA) foram dispostas sobre as
células de difusdo de Franz (area da membrana ~ 1,86 cm? e volume receptor de ~ 7
mL, n = 6 para cada formulac&o) ja preenchidas pela solucdo receptora constituida
de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4. A solucédo receptora foi mantida sob agitacéo
magnética a 300 rpm e a temperatura de 37 + 0,5°C. As formulagbes foram
dispostas sobre as membranas nos compartimentos doadores das células de
difusdo vertical. Aliqguotas de 1 mL da fase receptora foram coletadas
automaticamente em intervalos de tempo pré-determinados (15, 30 e 45 minutos,

em seguida, a cada hora até 12 horas). O volume de meio receptor foi
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imediatamente resposto a cada coleta. Para obtencdo da concentracdo de farmaco
liberada na fase receptora, as aliquotas retiradas (1 mL) foram filtradas e analisadas
por HPLC nas condi¢Ges descritas no item 3.2.2.1. As formulacfes utilizadas neste
estudo (LMNX e LMNX/HPMC) possuiam concentracdes diferentes de MNX
correspondentes a 4 mg/mL e 1 mg/mL respectivamente.

As formulagdes utilizadas neste estudo, suas concentragdes de minoxidl bem
como, a quantidade colocada sobre a area da membrana (fase doadora) se

encontram na Tabela 5.

Tabela 5 - Formulagdes utilizadas nos estudos de permeacéo e retencdo em EC e foliculos

Formulacdes Concentracdo de MNX Quantidades colocadas sobre
as membranas (mL
LMNX 4,0 0,50
LMNX/HPMC 1,0 0,50
*MNX solucéo 20,0 0,05

*S06 para ensaio de retencéo no EC e foliculos.

4.6.1 Determinacéo da quantidade real de MNX liberada — Calculos para a corre¢éo
da diluigéo.

Devido a retirada das aliquotas para analise, fez-se necessaria a correcao
dessa diluicdo no calculo da quantidade liberada acumulada de MNX ao longo das

12 horas de estudo, segundo a Equacéao (V):

Qreal, t = Cmensurada,t - Vi + Va. X" Ca Equacao - V

Onde: Qreat = quantidade real liberada acumulada no tempo t
Chensurada, t = COncentracdo mensurada da amostra no tempo t
V. = volume do receptor (7,0 mL)

V= volume de amostra coletada (2 mL)

Ca = concentracdo de amostra coletada.
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Dessa forma, a quantidade real liberada acumulada de farmaco no tempo t é
igual a quantidade mensurada no tempo t, somada a quantidade total retirada do

compartimento receptor, para a quantificacdo das amostras anteriores.

4.6.2 Determinacdo da cinética de liberacdo de MNX a partir das formulacdes
estudadas

O perfil de liberacdo do MNX, a partir das formulagcdes LMNX e LMNX/HPMC,
foi obtido graficamente relacionando-se a quantidade liberada acumulada de ativo
por area pelo tempo do experimento. O perfil obtido foi utilizado para determinacéo

da cinética de liberacédo, através da construcao de trés modelos graficos:

a) Quantidade real liberada acumulada (pg/cm?) versus tempo (h) - Modelo Cinético
de Ordem Zero

b) Quantidade real liberada acumulada (pg/cm?) versus vt (h) — Modelo Cinético de
Higuchi;

c) Log da Quantidade real liberada acumulada (pg/cm?) versus tempo (h) — Modelo

Cinético de Primeira Ordem.

Os dados foram analisados estatisticamente pelo método de regresséo linear
dos minimos quadrados e, o grafico que apresentou maior coeficiente de correlacao
linear (r) definiu a cinética de liberagdo (COSTA; LOBO, 2001). Apés a definicdo da
cinética de liberacao, foi determinada a velocidade de liberacdo do MNX a partir das
formulacbes através da inclinacdo da reta correspondente. Com o objetivo de
normatizar os resultados obtidos para as formulagbes, as quais continham
concentracdes iniciais de MNX diferentes, o coeficiente de difusdo (D), em cm?.s™ foi
calculado através da Equacgéo VI (MERCLIN; BRAMER; EDSMAN, 2004)

Q =2C,+/Dt/m (Equacéo VI)

Onde: Q = quantidade do farmaco liberada por unidade de area,
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Co é a concentracao inicial do farmaco nas formulagées

D = coeficiente de difuséo

t = tempo total do experimento

Esta equacado é valida para os primeiros 60% liberados do ativo. Para que
esta equacdo possa ser utilizada, o grafico desta liberagdo inicial do farmaco

relacionada com a raiz quadrada do tempo deve ser linear.

4.6.3 Estudo in vitro do perfil de retencéo no EC e foliculos a partir da formulacéo
LMNX/HPMC

Visando verificar se o tempo de contato da formulagdo LMNX/HPMC com a
pele tem influéncia sobre a retencdo do MNX na pele e nos foliculos, foram
realizados ensaios de permeacdo em células de Franz em quatro diferentes tempos
(2, 4,6 e 12 horas).

Neste ensaio, as peles de orelha de porco foram colocadas nas células de
difusdo vertical do tipo Franz com a fase receptora preenchida com tampéao fosfato
pH 7,4 e a fase doadora recoberta por quantidade determinada (500 mg) da
formulacdo LMNX/HPMC. As condicGes do estudo foram as mesmas observadas
para o ensaio de cinética de liberacdo do farmaco, sendo que, ao final de cada
ensaio, as células foram desmontadas, as aliquotas obtidas da fase receptora foram
filtradas e submetidas a analise por HPLC. As membranas de orelha de porco foram
submetidas aos ensaios de tape stripping e stripping diferencial conforme descrito a

seguir nos itens 4.6.3.1 e 4.6.3.2

4.6.3.1 Ensaio in vitro de determinacdo da retencao no EC

ApOs os experimentos de permeacao, a verificacdo da retencdo cutanea do MNX, se
deu através da técnica de tape stripping. Para isto, as peles de orelha de porco
foram retiradas das células de difuséo, lavadas com agua destilada para retirada do
excesso de formulagcao e, secas com papel toalha. Em seguida, foram fixadas com

fitas adesivas em superficie lisa, com o estrato corneo voltado para cima de forma
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que apenas a area de permeacéo ficasse exposta. Sobre esta area, foram aplicadas
15 fitas adesivas (3M®) para retirada do estrato cérneo o que foi visualizado pelo
brilho da pele sinalizando que a epiderme viavel foi atingida (LIRA, 2007). A primeira
fita foi desprezada por conter excesso de formulacdo e as fitas restantes foram
colocadas em tubos de extragcdo contendo 2,5 mL da fase mdvel, agitados em vortex
por 3 minutos e mantidos em banho de ultrassom por 30 minutos. Em seguida, os
tubos foram centrifugados durante 15 minutos a 10.000 rpm, 4°C. Apos filtracéo, as
solucbes foram analisadas por HPLC para determinacdo da quantidade de MNX

presente no estrato cérneo (EC).

4.6.3.2 Ensaio in vitro de determinacéo da penetracéo folicular

O passo seguinte foi o stripping diferencial com cola de cianoacrilato
(TEICHMANN et al., 2005) para determinacdo da retencédo intrafolicular de MNX.
Sobre cada recorte de pele sem EC, foi colocada uma gota de cola de cianoacrilato
(Loctite®, S&o Paulo, Brasil) e sobre esta, uma lamina de vidro que, apds
polimerizacdo (aproximadamente 5 minutos), foi retirada trazendo aderida a sua
superficie o material retido dentro dos foliculos. Esse material foi transferido para
tubos de extracao contendo 2,5 mL de fase movel e procedeu-se a recuperacao do

MNX conforme procedimento descrito no item anterior (item 4.6.3.1).

4.6.3.3 Estudos in vitro de permeacao e retencdo cutanea do MNX a partir das

formulacdes desenvolvidas

Apos conhecimento do perfil de retencdo no EC e nos foliculos a partir da
formulacdo LMNX/HPMC, as retengcdes no EC e nos foliculos a partir das
formulagbes LMNX e MNX solucéo foram avaliadas em estudos in vitro com duragao
de 12 horas. As quantidades de formulagcbes colocadas sobre as membranas na

fase doadora foram as mesmas utilizadas nos ensaios de liberacao (Tabela 5).
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4.7 Ensaio in vivo de avaliacéo de eficacia de LMNX/HPMC

Para realizacdo dos estudos in vivo foram empregados 36 ratos (Ratus
norvegicus, albinus Wistar), machos, com idade de 7 a 8 semanas e peso variando
entre 120 e 150 gramas. Procedentes do Biotério do Departamento de Nutri¢cao,
UFPE. Estes animais foram mantidos em ambiente ventilado sob a temperatura
controlada com racéo e agua ad libitum. Os animais foram acondicionados sob
condi¢gbes de controle de temperatura (25+2°C) e aclimatizados para um ciclo de
12h:12h claro:escuro. Os experimentos com os animais foram conduzidos de acordo
com o protocolo da comisséo de ética em experimentacdo animal (CEEA) da UFPE
(n° 23076.028641/2013-73).

4.7.1 Inducado da Fase anagena

A inducdo da fase anagena nos ratos Wistar deu-se conforme protocolo de
Roy et al., (2008). Cada animal foi pesado e previamente anestesiado com uma
associacdo de ketamina/xilazina por via intramuscular na dose de 15mg/kg e
50mg/kg, respectivamente. Em seguida, dispostos em decubito dorsal sobre a mesa
operatéria e submetidos & depilacdo (area de 3 cm?) com retirada manual dos pelos.
Um removedor de pelo comercializado (cera depilatéria fria) também foi utilizado

para assegurar a completa remocéao do foliculo piloso.

4.7.2 Tratamento

Os animais tiveram os dorsos marcados com solucao de &cido picrico e foram
separados aleatoriamente em cinco grupos experimentais (n = 36), a saber: Grupo
Controle = animais nao tratados; Grupo referéncia = animais tratados com 1 mL
(Rogaine® solugdo a 2%). Grupo Tratado = animais tratados com 1 mL de
LMNX/HPMC (1 mg/mL).
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Os grupos experimentais (n=12) foram subdivididos em quatro subgrupos
(n=3) conforme o periodo de tratamento, 7, 14, 21 e 28 dias. A aplicacdo das
formulacbes na area depilada foi realizada com massagens com duracdo de 1
minuto, uma vez ao dia, durante 28 dias. A cada 7 dias de tratamento, um subgrupo
de 3 animais foi morto por overdose de anestésico (urethame 1,25g/kg), em seguida
as areas demarcadas foram removidas e conservadas em solucdo de formaldeido
tamponada a 10%. Posteriormente, 0os espécimes foram submetidos a desidratacao,
diafanizacao e inclusdo em blocos de parafina para serem cortados em micrétomo e

corados com Hematoxilina e Eosina (H.E.).

4.7.3 Parametros histoldgicos a serem analisados

4.7.3.1 Analise Qualitativa

A andlise qualitativa do crescimento dos pelos foi realizada pela observagéo
visual dos seguintes parametros: tempo de inicio do crescimento dos pelos na area
depilada e tempo de crescimento completo dos pelos para cobrir totalmente a area
depilada (ROY et al., 2007). O tempo inicial e final do crescimento capilar foi
registrado para cada grupo de ratos em relacdo ao padréo e o controle, durante o

tratamento.

4.7.3.2 Analise Quantitativa

A andlise quantitativa de da efichcia de LMNX/HPMC dividiu-se em duas
etapas:

a) Determinac&o de numero de foliculos por milimetro linear de pele de rato

A determinacao do numero de foliculos pilosos por milimetro linear de pele de
rato foi feita por contagem em cortes longitudinais de 4 pm de espessura

fotografados por camara acoplada a microscopio 6tico com aumento de 1000X.
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b) Determinacéo da proporcgéo de foliculos pilosos de acordo com as fases do ciclo
capilar

A proporcdo de foliculos pilosos em fases ciclicas anagena (fase de
crescimento ativo) e telégena (fase de repouso) foi determinada por contagem dos

foliculos presentes em cortes transversais (4 um) de pele de rato.
5. ANALISES ESTATISTICAS
Para anadlise estatistica dos dados foi utilizado o Programa SPSS 15.0. Para

comparacao das médias dos tratamentos, foram utilizados os testes de Kruskall-
Wallis e Tukey, a 5% de probabilidade de erro.



6. RESULTADOS E DISCUSSAO
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6.1 Obtencdo da curva analitica do minoxidil

As condicbes analiticas para determinacdo do MNX foram baseadas nos
dados de literatura (USP 30, 2007; GORECKI, 1988). A curva analitica apresentou-
se linear entre as concentragdes de 0,5 a 12 pg/mL apresentando um coeficiente de
correlagcdo de 0,9999 (Tabela 4). Os dados foram obtidos a partir de 3 curvas
analiticas auténticas.

O Limite de Quantificacdo (LQ) de um método analitico representa a menor
concentracdo da substéncia em andlise que pode ser medida com precisdo e
exatiddo. Sendo assim, valores de concentragdo maiores ou iguais ao LQ estimado,
podem ser medidos com precisdo e exatiddo o que representa a sensibilidade do
meétodo (BRASIL, 2003; USP, 2007; BABY, 2007). O LQ deste método foi de 0,324
pHg/mL e os resultados obtidos a partir de trés curvas auténticas se encontram na
Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados das areas dos picos obtidos por HPLC e coeficientes de correlagdo para
elaboracdo da curva analitica do MNX em comprimento de onda de 281 nm.

Concentragéo Curva 1 Curva 2 Curva 3
(ng/mL)
0,5 0,39144 0,37215 0,38934
1,0 0,84598 0,77201 0,79653
2,0 1,52980 1,50413 1,53284
4,0 3,08617 2,99173 3,09340
8,0 6,26655 6,11980 6,06885
12,0 9,55556 9,13337 9,02303
r=0,99991 r =0,99992 r=0,99999

Médiar + dp = 0,99994 + 0,00008

A Figura 13 mostra a curva analitica obtida por HPLC do MNX em fase movel
constituida por metanol:agua:acido acético (70:30:10). Os resultados representam a
média + desvio padrdo de trés determinacdes. A equacdo da reta, de ajuste dos
dados, foi: area = - 0193 + 0,77819 [MNX] e o coeficiente de correlacéo linear =
0,9999 mostrando que a curva analitica encontra-se dentro da faixa de linearidade

do método.
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Figura 13 - Curva analitica de minoxidil obtida por HPLC.
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Os cromatogramas obtidos através da quantificacdo do MNX encontram-se
representados pela Figura 14. O tempo de retencdo foi de aproximadamente 20

minutos.
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos com inje¢&o das diluicbes de minoxidil.
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6.2 Obtencdo e caracterizacédo das dispersdes lipossomais

Tamanho, carga e lipofilia de nanossistemas, além da escolha do
nanocarreador ou o uso de facilitadores de penetracdo, sdo importantes parametros
fisico-quimicos relacionados ao transporte transdérmico e transfolicular (ILLEL,
1997; LAUER et al., 1995; TOLL et al., 2004). A definicdo do tamanho de vesicula
para a realizacao deste estudo deu-se inicialmente, baseada nos relatos Toll et al.,
(2004) e Jain et al.,, (2010) sobre penetragdo folicular de nanocarreadores. Os
primeiros autores verificaram que microesferas de poliestireno com tamanho de 0,75
a 1,5 um apresentaram maior tendéncia a penetragdo folicular em pele humana,
embora particulas de até 6 um tenham sido capazes de penetrar em foliculos
terminais e vellus no compartimento entre a cuticula e a bainha radicular interna dos

foliculos.
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Jain e colaboradores realizaram estudos de permeacgdo em pele de rato
albino utilizando lipossomas multilamelares neutros de tamanhos entre 3 e 4 ym e
verificaram, através de microscopia de fluorescéncia, a penetracdo destas vesiculas
em toda a extensado dos foliculos capilares. Além destes, os estudos de Du Plessis
et al, (1994) relatam que lipossomas de tamanho intermediario (300 nm)
apresentaram maior retencdo de farmaco na pele que as vesiculas pequenas (60
nm).

Embora o estudo de Toll et al., (2004) tenha sido elaborado com
microesferas, a elaboracdo de lipossomas proposta nesta tese, tem a intencéo de
verificar se a maleabilidade proporcionada pela maior fluidez destas vesiculas de
tamanho intermediario (aproximadamente 600 nm) que contém colesterol, resulta
em maior penetracao folicular e retencdo no estrato corneo.

Foram elaboradas inicialmente, pelo método de hidratacdo do filme lipidico
(BANGHAM; STANDISH; WATKINS, 1965), duas dispersodes lipossomais (LMNX2 e
LMNX4) de 234 mM, contendo minoxidil nas concentracbes de 2 e 4 mg/mL
respectivamente.

Antes de serem submetidas a sonicacdo, as dispersdes obtidas foram
examinadas por microscopia 6ptica com o objetivo de verificar a formacdo de
vesiculas multilamelares e a presenca de cristais de MNX.

As imagens (Figura 15) revelam diversas vesiculas multilamelares e, no
detalhe, as bicamadas lipidicas evidenciando o nudcleo central. Nao foram

detectados cristais de MNX.
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Figura 15 - Microscopia 6ptica da dispersao lipossomal contendo minoxidil.
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Apos sonicacdo, os LMNX foram submetidos a analise por microscopia

eletrbnica de transmissao (MET). As imagens (Figura 16) confirmam a presenca de

vesiculas multilamelares (MLVS).
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Figura 16 - Fotomicrografias de LMNX por microscopia eletrbnica de transmissdo. MLVs (A e B)
exibem multiplas bicamadas concéntricas. Descer titulo para junto da fig
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Em seguida, as dispersdes foram caracterizadas quanto a tamanho de
particula (TP), indice de polidispersdo (PDI), pH e eficiéncia de encapsulagédo

(EE%). As caracteristicas iniciais destas dispersfes se encontram na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas das dispersdes lipossomais contendo MNX nas concentra¢des de 2 mg/mL
(LMNX 2) e 4 mg/mL (LMNX 4).

TP (nm) 586,1+5,1 588,3 + 1,1
PDI 0,270 + 0,003 0,283 + 0,006
pH 6,8 6,8

EE% 43,45 + 5,65 50,30 + 0,10

LMNX2 (lipossomas contendo MNX 2 mg/mL); MNX4 (lipossomas contendo MNX 4 mg/mL); TP:
tamanho de particula; PDI: indice de polidispersédo; EE%: eficiéncia de encapsulacao

O valor de eficiéncia de encapsulacéo obtido para a formulacdo LMNX4 (50,3
+ 0,1 %) foi semelhante ao de lipossomas multilamelares contendo MNX elaborados
por Jain et., (2010), com razdo molar de fosfatidilcolina:colesterol (9:1) e que foi de
54,5+ 1,22 %.

Por outro lado, quando comparados aos valores de eficiéncia encontrados por
Mura et al., (2007), que foram de 37 £ 2 % e 15 + 1%, os obtidos para LMNX2 e
LMNX4 foram maiores. Em seu trabalho, os autores elaboraram dois tipos de
lipossomas multilamelares pelo método de desidratacdo e reidratacdo descrito por
Kirby e Gregoriades (1984). A primeira formulagdo, com composi¢cdo semelhante ao
deste estudo, contendo fosfatidilcolina e colesterol (20 pmol/mL e 3 pmol/mL)
respectivamente, e diametro de 324 + 26 um; a segunda, composta de lecitina e
dicetil fosfato (40 pmol/mL e 10 pmol/mL), com diametro de 206 + 22 nm e menor
eficiéncia de encapsulacao dentre as duas formulagdes.

A menor eficiéncia de encapsulacéo dos lipossomas obtidos por Mura, talvez
se deva ao menor diametro dos lipossomas e é possivel haver uma relacdo direta
entre estes dois parametros (MURA et al.,, 2007). Esta hipétese parece ser
confirmada pelos resultados obtidos com os lipossomas de tamanho médio LMNX2
e LMNX4 (Tabela 6).

Outro aspecto alegado pelos autores, € que o0s lipossomas com maior
eficiéncia de encapsulagdo eram compostos de fosfatidilcolina e colesterol, por isso,

possuiam maior tamanho e estabilidade.
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Jain et al., (2010) atribuem a maior eficiéncia de encapsulacéo a presenca de
carga de superficie que promove o aumento do espaco interlamelar devido & mesma
carga na bicamada. Esta afirmacao ndo se confirma nos resultados obtidos por Mura
et al.,, (2007) pois as vesiculas lipossomais de seu estudo possuiam carga de

superficie negativa e, mesmo assim, baixa eficiéncia de encapsulagdo do minoxidil.

6.3 Estudo da estabilidade

As dispersoes lipossomais (LMNX2 e LMNX4) resistiram aos testes de
estabilidade acelerada (centrifugacdo e estresse mecanico), preservando suas
caracteristicas iniciais como tamanho de particula e indice de polidispersao (Tabela
8).

Tabela 8 - Caracteristicas das dispers@es lipossomais contendo MNX (LMNX2 e LMNX4) ap6s os
testes de estabilidade acelerada.

Produto/parédmetro Centrifugacgao Agitacdo mecéanica
Avaliado 3,165 g 180 vibragcdes/min
LMNX2
TP (nm) 587,4+2,0 598,0 + 3,4
PDI 0,273 £ 0,01 0,279 £ 0,012
pH 6,8 6,8
Aspecto macroscopico Sem precipitagdo Sem precipitacdo
LMNX4
TP (nm) 588,0 + 0,3 606,5 + 5,3
PDI 0,279 + 0,012 0,303 + 0,002
pH 6,8 6,8
Aspecto macroscopico Sem precipitacéo Sem precipitacdo

TP: tamanho de particula; PDI: indice de polidisperséo.

Embora as duas dispersfes tenham se mostrado estaveis durante os ensaios
de estabilidade acelerada, a disperséo lipossomal LMNX4 foi escolhida para
seguimento dos estudos devido a concentracdo de farmaco encapsulado (4mg/mL)
que possibilita melhor ajuste de dose na formulacdo final, ou seja, a dispersao
lipossomal em hidrogel de HPMC (LMNX/HPMC). Desse modo, a dispersao LMNX4

foi submetida ao teste de estabilidade em longo prazo.
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Antes de se iniciar o teste de estabilidade em longo prazo, foi feita a
determinacdo da carga de superficie das vesiculas (potencial zeta) que teve valor
praticamente neutro (-1,32 = 0,01 mV).

A escolha pela elaboracao de lipossomas neutros € baseada nos estudos de
Jain et al. (2010) sobre a influéncia da carga de superficie na penetragdo folicular.
Os autores verificaram que os lipossomas neutros apresentaram maior habilidade de
retencdo nas unidades pilossebaceas que as vesiculas com carga de superficie
positiva e negativa. Isto se deve ao comportamento intrinseco de interacao
lipossoma-pele (JUNGIGER; HOFLAND; BOUWSTRA, 1991; JAIN et al., 2010). Este
comportamento consiste no fato do lipossoma se misturar com os lipidios
intercelulares, intumescendo-os e promovendo um espaco intracutaneo de depdsito
de farmaco.

No teste de estabilidade em longo prazo (Tabela 9), os LMNX4 foram
armazenados a temperatura de 4°C por um periodo de 60 dias. As amostras
apresentaram valores constantes de tamanho de particula, PDI e pH até o periodo
de 30 dias. Apés este periodo, o tamanho de particula e o PDI comecaram a
aumentar durante o armazenamento, comportamento que pode ser atribuido a fusédo
dos lipossomas. Estes resultados estdo em consonancia com os relatos de Jain et
al. (2010) para as amostras armazenadas a temperatura de 4°C. Estes autores
observaram que as vesiculas armazenadas a esta temperatura foram mais estaveis
gue as armazenadas a 37°C, pois estas Ultimas apresentaram aumento de tamanho,
0 que os levou a concluir que a fusogenicidade é um fendbmeno dependente de
temperatura.

Segundo Du Plessis et al. (1996) este fenbmeno se deve ao fato de que
guanto maior a carga das particulas, maior a repulsdo entre estas e maior a sua
estabilidade; logo, o movimento browniano de particulas com carga proxima de zero,
faz com que estas se choquem e figuem aglomeradas, diminuindo assim, sua
estabilidade. Assim, a presenca de lipidios com cargas na composicdo dos
lipossomas pode contribuir para o aumento de sua estabilidade por reducdo na

agregacao das vesiculas.
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Tabela 9 - Caracteristicas da disperséo lipossomal LMNX4 apds o teste de estabilidade em longo
prazo.

Tempo Aspecto pH TP PDI
(dias) macroscopico (nm)
0 Sem 6,8 588,3+1,1 0,283 £+ 0,006
precipitacédo
7 Sem 6,8 575,5+3,3 0,266 + 0,010
precipitacédo
15 Sem 6,8 598,7 + 10,9 0,281 + 0,002
precipitacédo
30 Sem 6,7 607,4 + 3,9 0,281 + 0,007
precipitagédo
60 Presenca de 6,4 756,6 £+ 1,4 0,399 + 0,050

precipitacdo

6.4 Caracteristicas fisico-quimicas de LMNX/HPMC

As caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo LMNX/HPMC (teor de
farmaco e pH) encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Parametros fisico-quimicos de formulagBes lipossomais contendo minoxidil
(LMNX/HPMC)
Formulacdes Teor de MNX (%) pH Aspecto
Lipossomais
LMNX/HPMC (1,5%) 99,77 £ 0,62 6,4 Branco leitoso
LMNX/HPMC (2%) 99,27 + 0,67 6,5 Branco leitoso
LMNX/HPMC (2,5%) 98,98 + 0,96 6,5 Branco leitoso

6.4.1 Determinagéo da espalhabilidade

Definida como a expansdo de uma formulagdo semi-sélida sobre uma
superficie apdés determinado periodo de tempo (FELTKAMP; FUCKS; SUCKER,
1983; KNORST, 1991) a espalhabilidade é uma das caracteristicas de formas
farmacéuticas destinadas a aplicacao topica.

Os resultados (Figura 17) se resumem as formulagbes contendo HPMC nas
concentracbes de 2% e 2,5%, pois na concentracdo de 1,5%, o hidrogel
rapidamente extrapolou os limites de determinacédo da placa suporte, devido a sua
grande fluidez, sendo portanto, descartada a amostra.
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Figura 17 — Espalhabilidade das formula¢Bes contendo LMNX incorporado em gel de HPMC nas
concentracbes de 2,0 % e 2,5% a 25°C + 1.
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O aspecto macroscopico das formulacdes armazenadas a 4°C foi analisado
durante 15 dias apds a incorporacédo, para se observar a presenca de separacao de
fases.

A incorporacdo de LMNX em hidrogel de HPMC (Figura 18) nas duas
concentracbes menores (1,5 e 2,0%) apresentou separacao de fases. No hidrogel a
2,5% foi mantido o aspecto homogéneo inicial, sendo esta a concentracdo de HPMC
escolhida para o prosseguimento do estudo apesar do menor valor de

espalhabilidade.
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Figura 18 - Aspecto macroscoépico das formula¢cdes com hidrogel de HPMC a 1,5-2,0e 2,5% (A,B e
C) respectivamente.
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6.5 Estudo de interacédo farmaco-lipossoma e nanossistema-polimero

6.5.1 Difracao de Raios — X

Para verificar a existéncia de interacdbes do MNX com o lipossoma e deste
com o polimero, utilizou-se da difracdo de Raios-X. Esta ferramenta permite também
analisar se a formulagédo se apresenta cristalina ou amorfa, dado que, segundo
Essa, Rabanel e Hildgen (2010), € de grande importancia no controle da liberacéo
de farmacos, pois quanto maior o empacotamento cristalino de um polimero, menor
a mobilidade das cadeias poliméricas e, portanto menor sua difusividade (LEITE,
2004).

O difratograma do MNX (Figura 19) apresenta picos de cristalinidade em 26
de aproximadamente 12, 18, 20, 22 e 25°. Estes dados sdo condizentes com 0s
dados da literatura (CALDERINI, 2006; SCHULTHEISS et al., 2009).

Observa-se no difratograma de LMNX que, sobre este, ha predominio da
caracteristica amorfa dos lipossomas sem o farmaco (LIPB) sobre os dominios
cristalinos do MNX, bem como da natureza amorfa da HPMC sobre a mistura
LMNX/HPMC (1:4) o que € sugestivo de alto grau de encapsulacdo do MNX e de
interacao do nanossistema com o polimero.

Em seus estudos sobre aumento da estabilidade de lipossomas por adsor¢ao
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de polimeros a superficie destes nanocarreadores, Rubalcava et al., (2000)
observaram que o colesterol nos lipossomas contendo fosfatidilcolina, tornam a
superficie das vesiculas mais hidrofébicas e, portanto, mais resistentes a adsorcéo
da HPMC, fazendo-se necessario 0 aumento da concentracdo do polimero para que
se verifiqgue a adsorcdo. Isto parece explicar o fendbmeno de separacao de fases
ocorrido durante a incorporacdo dos LMNX em hidrogel de HPMC elaborado nas
concentracfes de 1,5 e 2,0%. Quando se aumentou a concentracdo do polimero

para 2,5%, a formulacédo apresentou-se homogénea.

Figura 19 - Difratogramas de formulacdes contendo minoxidil (MNX) e seus constituintes: lipossomas
sem farmaco (LIPB), lipossomas com farmaco (LMNX), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
lipossomas incorporados em gel (LMNX/HPMC).
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6.5.2 Espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho € uma técnica qualitativa utilizada na
verificacdo da existéncia de interacOes entre diferentes moléculas no estado soélido.
RadiagOes na regido do infravermelho ndo possuem energia suficiente para causar
transicdes eletrbnicas; por isso, 0s espectros de espécies moleculares obtidos nesta
regido sao oriundos da absorcdo de energia ocorrida na transicdo de um estado
rotacional ou vibracional para outro (SKOOG; HOOLER; NIEMAN, 2002;
CALDERINI, 2006).

Formacdo de compostos de inclusdo ou outras associacbes movidas por
forcas de Van der Waals ou interacdes hidrofébicas ndo caracterizam verdadeiras
ligacdes quimicas entre moléculas, portanto, ndo sdo capazes de gerar alteracdes
significativas nos espectros de infravermelho (SZEIJTLI, 1988; CALDERINI, 2006).

Logo, se a interacdo sugerida pelos difratogramas de LMNX/HPMC for por
interacdo hidrofébica, € de se esperar que ndo haja modificagcdes importantes nos
espectros de infravermelho dessas amostras. Desse modo, as amostras foram
submetidas a andlise por espectroscopia no infravermelho para verificacdo de
interacdo molecular do MNX com o lipossoma e de LMNX com o hidrogel de HPMC.

O espectro do minoxidil na regido do infravermelho (Figura 20) é condizente
com as informacgdes encontradas na literatura (GORECKI, 1988) confirmando a
identidade quimica da amostra. Neste, sdo vistos: em 3349 cm™ (estiramento N-H),
2975 cm™ (estiramento C-H aromatico e alifatico), 1609 cm™ (estiramento aromaético
C=N), 1440 cm™ (estiramento angular N-H), 1250 cm™ (estiramento N-O e C-N

aromatico) e 750 cm™ (estiramento CH>).



80
6. Resultados e Discussao

Figura 20 - Espectro de absorcao no infravermelho do minoxidil (MNX) Sera que ndo da para por na
pag.anterior
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No espectro de LMNX (Figura 21) verificam-se deformagdes axiais CH; em
3000 -2850 cm™, em 1750-1735 de C=0 de ésteres e em P-O-C de alifaticos, ha
estiramento forte em dublete entre 1050 - 970 cm'l. A banda em 1250 cm™ referente
ao N-O do MNX encontra-se reduzida na forma lipossomada. Por fim, LMNX
apresenta reducédo na intensidade das bandas na regiao da impresséao digital (1600-
500) indicando interacdo entre o farmaco e o lipossoma.
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Figura 21 - Espectros de Infravermelho de minoxidil (MNX), lipossomas sem farmaco (LIPB) e
lipossomas contendo o farmaco (LMNX).
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Na figura 22, verifica-se no espectro de LMNX/HPMC, deformacdo OH em
3500 cm™; estiramento C-O de éter de celulose em 1100 cm™, e reducdo da
deformacéo axial em 1750-1735 de C=0 de ésteres do LMNX.



6. Resultados e Discussao

Figura 22 - Espectros de Infravermelho de parabenos/fenoxietanol, propilenoglicol, HPMC,
lipossomas contendo MNX (LMNX) e de LMNX em HPMC.
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6.5.3 - Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC) é uma técnica de analise
térmica que se baseia na medida da diferenca de energia fornecida a uma amostra e
a um material referéncia, em funcdo da temperatura, quando ambos sédo submetidos
a uma programacao controlada de temperatura (BROWN, 1988).

Os eventos térmicos que ocorrem com absorcdo de calor sdo ditos
endotérmicos (sublimacéo, fusdo, ebulicdo, vaporizacdo, dessolvatacao e transicao
sélido-solido) e os que liberam calor, 0s exotérmicos, sdo caracteristicos de
fendbmenos de cristalizacdo e degradagéo quimica.

Quando ha interacdo entre os compostos analisados, as curvas calorimétricas
apresentam aparecimento ou desaparecimento de um ou mais picos
(WADKE;SERAJUDDIN; JACOBSON, 1990)

Na Figura 23 se encontram as curvas calorimétricas de todos os materiais
analisados neste estudo. Na curva calorimétrica do MNX o pico que se observa em
262°C é referente ao seu ponto de fusdo. Sabe-se que quanto maior a concentracao
de impurezas na amostra, menor € o ponto de fusdo e mais larga é a faixa de fuséo
em que este se apresenta (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011), portanto, a
andlise visual da curva DSC do MNX, demonstra a pureza da amostra pela estreita
faixa de fusdo. Ha na literatura, diversos registros de temperaturas correspondentes
ao ponto de fusdo de MNX, como: 225°C (MOFFAT, 1986), 248°c (THE MERCK
INDEX, 1983) e 262 a 264°C (NETH, 1968).

O pico de fusédo atribuido ao MNX é de 262°C e se encontra relatado na
literatura como de decomposicéo do farmaco (NETH, 1968).

Analisando a curva calorimétrica de LIPB, vé-se que esta se apresenta com
uma forma mais alargada, menos definida e uma Iinflexdo da curva a
aproximadamente 115°C, provavelmente por perda gradual de umidade.

Observando-se a curva calorimétrica de LMNX vé-se que a temperatura
caracteristica de fusdo (235°C) de LIPB foi deslocada para uma maior temperatura
(255°C) apods sua associagdo com o farmaco. Este evento é indicativo de interagéo
quimica MNX-LIPB ja confirmado pelo espectro de infravermelho. Ainda, a
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temperatura de transicdo de fase correspondente a fusdo do MNX (262°C) é
deslocada para um menor valor de temperatura (258°C) em LMNX.

Em relacdo a possivel interacdo lipossoma-hidrogel, esta é comprovada
quando se analisa a curva de LMNX/HPMC. Na curva de LIPB, os lipossomas
apresentam duas temperaturas de transicdo de fases, 115° e 235°C, estas foram
deslocadas para valores inferiores (125 e 225°C) respectivamente, em
LMNX/HPMC.

Por fim, a transicdo de fase da HPMC que ocorreu em 200°C, foi deslocada
para uma temperatura inferior de 135°C em LMNX/HPMC.

Conclui-se, portanto, que as alteracdes verificadas nas curvas de DSC das
amostras analisadas corroboram os resultados obtidos por espectroscopia de
infravermelho, sugestivos de interacbes MNX-lipossoma (LMNX) e lipossoma-
hidrogel (LMNX/HPMC).
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Figura 23 - Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratéria de MNX, LIPB, LMNX, HPMC e
LMNX/HPMC 1:4.
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Rubalcava et al., (2000), estudaram os mecanismos de adsor¢do da HPMC a
lipossomas (750 nm) com e sem colesterol em sua composi¢ao. Solu¢des contendo
concentracbes variadas do polimero (0,4 — 1,8 mg/mL) foram associadas aos
lipossomas com concentracdo de lipidios de 0,2 mg/mL, através de agitacédo
mecanica durante 24 horas e centrifugacdo a 100.000 g por 2 horas. Os autores
concluiram que, nos estudos viscométricos, as propriedades moleculares do
polimero em suas diversas concentracdes, ndo foram afetadas pela presenca de
agua ou tampao fosfato.

As isotermas de adsor¢cdo mostraram que a quantidade de polimero adsorvido
depende da composicdo lipidica dos lipossomas. No caso de lipossomas sem
colesterol, a interacdo hidrofébica se da por inser¢cdo do segmento hidrofébico do
polimero na bicamada lipidica e isso acontece devido ao estado fluido da membrana

lipidica. Ainda, na presenca do colesterol na composicdo das vesiculas e baixas
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concentracdes do polimero, a interacdo se da por inser¢cdo de segmentos deste na
bicamada lipidica e, no caso de maiores concentracdes do polimero, a interacao se
da na superficie dos lipossomas. Por fim, os autores ressaltam que quantidades de
HPMC nao modificam significativamente a hidrofobicidade dos lipossomas.

Na composicdo de LMNX, a concentracdo total de lipidios foi de 234 mM
(0,17 mg/mL), semelhante a dos lipossomas do estudo de Rubalcava et al., (2000)
que foi de 0,2 mg/mL. Os autores utilizaram em seu estudo, trés formulacbes
lipossomais contendo apenas fosfatidilcolina de ovo em uma formulacdo e, nas
outras duas, associada ao colesterol nas diferentes razdes molares (1:0,5 e 1:1)
respectivamente.

Diferentemente, em LMNX, a razdo molar entre fosfatidilcolina (0,936 mM) e
colesterol (0,234 mM) € menor (8:2), o que proporciona menor rigidez a vesicula e,
portanto maior facilidade de sua interacdo com o polimero, por insercdo deste a
bicamada lipidica.

No entanto, o fato de a concentracdo da HPMC (25 mg/mL) ser muito superior
a do estudo, baseando-se nos resultados de espectroscopia de infravermelho e DSC
e nas conclusdes dos autores, pode-se supor que a interagdo da HPMC/LMNX seja
de natureza hidrofébica e se dé na superficie de LMNX.

6.6 Estudo in vitro

6.6.1 Estudo in vitro do perfil de liberagao

Veiculos adequados a incorporacao de lipossomas sao livres de tensoativos e
de altas concentracbes de etanol, pois estas substancias podem solubilizar o
nanossistema (LAUTENSCHALAGER, 1990; CHORILLI, et al., 2004). Portanto, géis
tém se mostrado como veiculos mais adequados, podendo manter a estabilidade de
lipossomas a eles incorporados, por um periodo de até dois anos (MAGDASSI,
1997).

As formulacées LMNX e LMNX/HPMC foram avaliadas no estudo de liberacao

in vitro e os resultados se encontram descritos na Tabela 11 e na Figura 24.
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Tabela 11 - Quantidade liberada acumulada de MNX a

Tempo (h)

LMNX (DP*)
80,57 + (8,81)

partir de diferentes formulacoes .
LMNX/HPMC (DP¥*)

29,50 + (1,27)

0,30 122,76 + (54,65) 50,65 + (0,84)

0,45 164,83 + (76,02) 63,76 + (0,38)
1 211,96 + (75,86) 74,62 + (0,46)
2 362,17 + (13,13) 104,80 * (0,57)
3 490,94 + (10,90) 131,68 + (0,39)
4 585,13 + (16,58) 149,75 + (1,08)
5 664,65 + (22,35) 162,03 + (0,81)
6 723,56 + (24,68) 170,19 + (1,61)
7 768,33 + (33,15) 175,76 + (1,53)
8 801,95 + (38,48) 179,43 + (2,25)
9 823,81 + (38,70) 182,84 + (2,82)
10 844,36 + (43,00) 184,81 + (2,77)
11 863,00 + (46,63) 186,43 + (3,34)
12 879,63 * (50,22) 187,47 + (3,53)°

87

*DP: desvio padrdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio padrdo da média de no minimo 4

determinacdes.

Figura 24 -. Perfil de liberagao in vitro do MNX de formulag8es lipossomais através de membrana de

acetato de celulose (Média + DP, n=5).
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Uma relacdo linear foi obtida para cada formulagdo em estudo quando a
guantidade de MNX liberada foi relacionada com a raiz quadrada do tempo. O
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coeficiente de difusdo (D) (Tabela 12) foi entdo calculado pela Equacgao VI (item
4.6.2).

Tabela 12 - Coeficiente de difusdo calculado para a liberacdo de MNX a partir de lipossomas em
funcéo do tempo.

Formulagéo *Dx107° r
N (11,7 R
LMNX 4,82 (£ 0,33)° 0,992
LMNX/HPMC 4,59 (+ 0,45)° 0,996
*D = coeficiente de difuséo calculado a partir da equacao Q = 2C,+/Dt/m; ** r = coeficiente de

determinagao do grafico que definiu a melhor cinética de liberagéo do ativo (ug/cm?/\VE).

DP: Desvio padrdo. Valores entre parénteses indicam o desvio padrdo da média de no minimo 4
determinacdes. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste t de
Student a 5% de probabilidade de erro.

As formulacbes avaliadas neste estudo, nanossistema contendo MNX na
concentracdo de 4,0 mg/mL (LMNX) e contendo MNX (1,0 mg/mL) veiculados em
hidrogel de HPMC (LMNX/HPMC) correspondem a lipossomas neutros, de diametro
médio (~600 nm) cuja eficiéncia de encapsulacdo € de 50,30 + 0,10%; logo, metade
do farmaco ofertado ao sistema encontra-se livre, sendo esperado assim, que a
liberacdo deste farmaco contido nos lipossomas apresente perfil bifasico: um efeito
burst devido ao MNX livre no meio aquoso do hidrogel e, uma liberagcédo sustentada
proporcionada pelo farmaco encapsulado em lipossoma, a exemplo do estudo de
Nounou et al., (2005).

Neste estudo, a 5-fluoruracil foi encapsulada em lipossomas, preparados com
fosfatidilcolina:colesterol:dicetilfosfato com razdo molar (10:4:1) e incorporados em
gel de HPMC a 2%. O perfil de liberacédo dos lipossomas sem o gel ap6s 12 horas
de estudo, apresentou efeitos burst (~ 2 horas) seguido de liberacdo lenta de
aproximadamente 53,43% e 75% respectivamente. Quando veiculados em gel de
HPMC a 2%, a mesma disperséo lipossomal apresentou o mesmo periodo de efeito
burst seguido de liberacdo lenta, mas com percentuais de liberacdo reduzidos (~
32,05% e 70%) respectivamente. Os autores atribuem a diminuicdo nos percentuais
de liberacdo ao fato de, por ser uma estrutura aparentemente organizada, o gel

reduz ou previne a fuga do farmaco do interior dos lipossomas.
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Os perfis de liberacdo apresentados pelas duas formulagdes, LMNX e
LMNX/HPMC, avaliadas por um periodo de 12 horas, demonstraram que 0
percentual de liberacdo de LMNX/HPMC (67,87 % 4,33%) foi menor que o de LMNX
(81,81 £ 4,67%), no entanto, o coeficiente de difusdo do MNX nas duas formulacbes
foi semelhante. Desse modo, a diferenca entre os percentuais de liberacdo deve-se
as diferentes concentracbes de MNX em cada formulacdo e ndo a influéncia do
veiculo.

Sabe-se que um aumento na concentracdo do polimero leva a diminuicdo da
velocidade de liberacdo de um farmaco encapsulado em lipossoma veiculado em
hidrogel (DRAGICEVIC-CURIC et al.,, 2009; HURLER et al.,, 2013). Portanto, é
esperado que lipossomas veiculados em hidrogel, apresentem um percentual de
liberacdo significativamente menor que a dispersao lipossomal livre do veiculo
polimérico, pois, segundo Hurler et al., (2013), o farmaco precisa primeiramente ser
liberado no hidrogel, difundir-se atraves deste, para entdo, ser liberado do veiculo
polimérico.

Sabe-se também que a cinética de liberagcdo de farmacos anfifilicos e
lipofilicos é determinada pela solubilidade do farmaco em &gua e sua lipofilicidade,
pois estes fatores irdo definir o coeficiente de particdo do farmaco no meio aquoso
do hidrogel (MOURTAS et al., 2007; HURLER et al., 2013).

O MNX possui coeficiente de particAo octanol-agua de 1,24 e uma
solubilidade em meio aquoso de 2,2 mg/mL (GORECKI, 1988; THE MERCK INDEX,
1988), sendo portanto, mais lipofilico que hidrofilico.

No entanto, a difusdo estd relacionada ao transporte do farmaco na
formulacdo de forma gradiente de concentracdo-dependente. Este gradiente de
concentracdo varia na medida em que o farmaco vai sendo liberado. O modelo
cinético de Higuchi se aplica quando a liberacdo do farmaco se mostra dependente
da raiz quadrada do tempo. Esta cinética foi observada para a liberagdo do MNX a
partir das formulagdbes LMNX e LMNX/HPMC que apresentaram valores de
coeficiente de difusdo semelhantes (4,82 £ 0,33 e 4,59 + 0,45) respectivamente.

Portanto, a interacao hidrofobica entre LMNX e o gel de HPMC verificada por
espectroscopia no infravermelho, foi menos relevante que o gradiente de

concentracéo, na liberagao de MNX contido na formulacgéo.
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6.6.2 Permeacao e retencao cutanea in vitro
6.6.2.1 Estudo de recuperacdo do minoxidil extraido das amostras de pele

Os estudos de recuperacdo do MNX a partir da pele (EC e foliculos) foram
realizados com o intuito se padronizar uma metodologia adequada para a extragao
do farmaco a partir das camadas da pele.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA — RE n° 899/2003) define
que a recuperacdo € representada pela eficiéncia de extragdo de um método
analitico, expressa como porcentagem da quantidade conhecida de um analito,
obtida da comparacdo dos resultados analiticos de amostras ditas “branco’,
adicionadas de padrdo e submetidas ao processo de extracdo, com o0s resultados
analiticos de soluc¢des ndo extraidas.

A extracdo do MNX foi avaliada a partir de trés (3) concentracdes (0,5; 1,0 e
4,0 pg.mL™), de acordo com a linearidade do método, conforme apresentado na
Tabela 13.

Tabela 13 - Recuperagéo (%) do MNX extraido da pele apds técnica de tape stripping, empregando
metanol/dgua/acido acético para extracao.

Concentragﬁeslde MNX Dados estatisticos
(Mg.mL™)
Tebrica Experimental Média D.P.* DPR (%)* R (%)*
0,5 0,52 0,52 0,48 0,51 0,02 3,97 101,4
1,0 1,09 1,01 0,98 1,02 0,05 4,90 102,65
4,0 3,76 3,66 3,59 3,67 0,08 2,32 91,84

* D.P.=desvio padrdo; DPR=desvio padréao relativo; R = recuperacéo.

Recomenda-se que a recuperacdo ndo exceda 15%. Portanto, os dados de
recuperagdo contidos na Tabela 8 estdo de acordo com os limites estabelecidos
(CAUSON, 1997; LIRA, 2007).
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6.6.2.2 Estudo de recuperacdo do minoxidil extraido das amostras de conteudo

folicular

A extracdo do MNX foi avaliada a partir de trés (3) concentracdes (1,0, 4,0 e
8,0 ug.mL™), de acordo com a linearidade do método, conforme apresentado na
Tabela 14.

Tabela 14 - Recuperagdo do MNX em foliculos apés técnica de stripping diferencial, empregando
metanol/agua/acido acético para extracéo.

Tedrica Experimental Média D.P. DPR (%) R (%)
1,0 0,94 1,05 1,05 1,01 0,07 6,61 101,30
4,0 3,74 3,69 3,71 3,71 0,03 7,70 93,11
8,0 8,34 7,77 8,02 8,04 0,29 3,58 100,51

* D.P.=desvio padréo; DPR=desvio padrao relativo; R = recuperagéo.

Os dados de recuperagdo do MNX contidos na Tabela 12 estdo de acordo
com os limites estabelecidos.

O emprego da fase moével, constituida de metanol, agua e acido acético
(70:30:10) como sistema extrator mostrou-se eficiente na recuperagdo do MNX da
pele e do conteudo folicular, e os resultados mostraram-se dentro dos limites de
guantificacdo estabelecidos comprovando a auséncia de interferentes relacionados a

pele suina, fitas adesivas ou cola de cianoacrilato.

6.6.2.3 Determinacdo da penetracao cutanea in vitro

Neste experimento foi selecionada como membrana, a pele de orelha de
porco, devido a sua semelhangca com pele humana (DICK; SCOTT, 1992; JACOBI et
al., 2007).

Ao final do estudo foi detectado MNX oriundo apenas da formulagdo MNX
solugéo no compartimento receptor (Tabela 15), o mesmo n&o ocorrendo a partir das
formulacbes LMNX e LMNX/HPMC, levando-se em conta o limite de deteccdo do
método do sistema HPLC (0,241 pg.mL™). Diversos autores (RUMSFIELD; WEST;
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FIEDLER-WEISS, 1987; SENTJURC; VRHOVNIK; KRISTL, 1999; MURA et al.,
2007; JAIN et al., 2010), associam as reac¢des adversas do MNX em solugéo a sua
capacidade de atravessar a pele em quantidades apreciaveis; portanto, a auséncia
de farmaco no meio receptor oriundo das formulagdes contendo nanocarreadores
representa uma grande vantagem das formulacbes LMNX e LMNX/HPMC
comparadas & MNX solucdo e atende aos objetivos deste estudo de desenvolver

formulac6es com veiculos que diminuam os efeitos sistémicos relatados.

Tabela 15 - Quantidade de minoxidil permeado ap6s 12 h.

Formulacdes

LMNX/HPMC MNX solucao

Fase receptora (ug/cmz) *) *) 2,50+ 0,70

* Abaixo do limite de quantificacdo do método.

6.6.2.4 Estudo in vitro do perfil de retencéo no EC e foliculos a partir da formulagéo
LMNX/HPMC

Os resultados do estudo do perfil de retencéo no EC e nos foliculos a partir da

formulagdo LMNX/HPMC se encontram na Tabela 16.

Tabela 16 - Perfil de retengdo do MNX no EC e foliculos a partir da formulacdo LMNX/HPMC

(Quantidade total de MNX no compartimento doador = 500 pg).

Retencdo de MNX no EC Retencédo de MNX nos foliculos
(ug/cm’) (ug/cm?)
Tempo (h)
2 2,58 (£ 0,70) 1,83 +(0,52)
4 2,73 (£ 0,27) 1,88 +(0,10)
6 3,27 (x 0,89) 1,82 = (0,55)
12 4,08 + (0,70) 2,56 + (0,64)**

(*) Dados sdo média (+ DP); n = 3. (**) p < 0,05.

Os resultados da Tabela 16 mostram que ndo houve diferenca significativa
entre os valores das concentragfes de MNX a partir de LMNX/HPMC retidas no EC

longo do tempo.
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Na andlise das concentracdes de MNX retidas nos foliculos, os valores nos
tempos de 2, 4 e 6 horas sao estatisticamente semelhantes. No entanto, para o
tempo de 12 horas, a quantidade de MNX retida nos foliculos & significativamente
maior, demonstrando necessidade de um maior tempo de contato da formulacéo
LMNX/HPMC com a pele para que haja aumento de depdsito folicular.

Dessa forma, baseados nestes resultados do perfil de retencéo, 0os ensaios in
vitro de determinacdo da retencdo do MNX no EC e nos foliculos a partir das
formulac6es LMNX, LMNX/HPMC e MNX solucéo foram realizados com duracéo de
12 horas.

6.6.2.5 Determinacao da retencdo de MNX no estrato cérneo in vitro

A determinacdo de perfil de retencdo no EC das formulacdes LMNX,
LMNX/HPMC e da solucdo de MNX a 2% composta por propilenoglicol/agua/etanol
(20/30/50 v/viv) foi realizada, por um periodo de 12 horas, em célula de difusdo de
Franz, utilizando como membrana pele de orelha de porco, em condi¢gdes oclusivas.

Os valores de retencdo de MNX no EC (Tabela 17) foram obtidos através da
quantificacdo do farmaco extraido da pele pela técnica de tape stripping e séo

expressos em pg/cm?,

Tabela 17 - Retengcdo do MNX em e solucdo e em formulagdes lipossomais no EC através de
membrana de orelha de porco.

Formulacdes

LMNX/HPMC LMNX MNX solucéo

(ng/cm?)® 4,08+ 0,70 8,65" + 2,15 19,05 + 1,58

- ® Média + dp (n=3). Médias seguidas de mesma letra n&o coluna nao diferem entre si pelo Teste de
Kuskall-Wallis a 5% de probabilidade de erro.

A retencédo do MNX no EC promovida pela solucao foi 4,7 vezes maior (19,05
+ 1,58 pug/cm?) que a observada para e LMNX/HPMC (4,08 + 0,7 pg/cm?), 2,2 vezes
maior que LMNX (8,65 + 2,15 pg/cm?). No entanto, os valores das retencdes de
LMNX e LMNX/HPMC no EC foram estatisticamente semelhantes (p > 0,05).
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6.6.2.6 Determinacado da retencao folicular in vitro

Muitos estudos in vitro e in vivo tém atestado a importancia dos foliculos que,
por serem cercados por uma rede de capilares sanguineos e células dendriticas
(VOGHT et al., 2006; PATZELT et al., 2008), servem muito bem como alvo para a
penetracdo de farmacos, além disso, sabe-se hoje que os reservatérios foliculares
variam bastante de acordo com a regido do corpo e se comparam ao reservatorio do
EC em algumas partes do corpo (OTBERG et al., 2004; PATZELT et al., 2008).

Os dados de retencdao intrafolicular do MNX, a partir das 3 formulacgdes, foram
obtidos através da quantificacdo do MNX extraido, juntamente com o conteldo
folicular, pela técnica de stripping diferencial (WEIGMANN et al., 1999) e sé&o

apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Retencao intrafolicular do MNX em solucdo e formulagdes lipossomais através de
membrana de orelha de porco. Quantidades de MNX no compartimento doador (LMNX/HPMC = 500
ug; LMNX = 2000 pg; MNX solugéo = 1000 ug)

MNX Formulacbes |
LMNX/HPMC ' LMNX ~ MNX solug&o
Foliculos (pg/cm?)® 2,42° £ 0,77 14,60° + 4,47 4,40°+ 2,81

" Média + dp (n=3). Médias seguidas de mesma letra nédo coluna nao diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A retencdo intrafolicular de LMNX foi 6 vezes maior que a de LMNX/HPMC e
3,3 vezes maior que a de MNX solucdo, comprovando a habilidade dos carreadores
lipossomais no transporte de farmacos para alvos foliculares (VOGT et al., 2005).
Estes resultados se encontram em consonancia com os dados de literatura, pois nos
resultados de retencdo intrafolicular de MNX contido em lipossomas do estudo de
Jain et al., (2010), a quantidade de MNX retido nos foliculos foi 3,6 vezes maior que
a quantidade retida a partir da formulagdo néo lipossomal.

Embora a quantidade de MNX retida a partir da formulacdo LMNX/HPMC
tenha sido menor que a de LMNX, quando comparada a obtida a partir de MNX

solugdo, mostrou-se estatisticamente semelhante. LMNX/HPMC possibilita uma
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utilizacéo topica mais adequada por se manter em contato com a pele por um maior
periodo de tempo que a dispersédo lipossomal; além disso, a concentragdo de MNX
na formulacdo LMNX/HPMC (1 mg/mL) € quatro vezes menor que na dispersao
lipossomal LMNX (4 mg/mL) e vinte vezes menor que em MNX solucéo.

Patzelt et al., (2008) compararam os reservatorios foliculares in vitro da pele
excisada e in vivo. Os autores concluiram que o reservatorio folicular in vitro
representa apenas 9,5 % do reservatorio folicular in vivo e, através de andlises
histoldgicas, concluiram que os foliculos capilares estdo envolvidos por uma rede de
fibras elasticas que, quando excisadas, contraem as aberturas dos foliculos,
possivelmente reduzindo os niveis de penetracdo folicular. Estas afirmacdes
confirmam as observacGes de Starcher, Aycock e Hill (2005). Deste modo, os
autores relatam que héa diferencas significativas entre os resultados de ensaio de
retencao intrafolicular in vitro e in vivo, o que diminui as chances de se extrapolar
com maior acerto os resultados do ensaio in vitro para os obtidos no ensaio in vivo.
Ainda, recomendam o desenvolvimento de métodos in vivo ndo invasivos para

estudo de retencéo folicular.

6.7 Ensaio in vivo

A alopecia androgénica (AGA) é uma doenca que, embora atinja um grande
percentual de individuos, principalmente do sexo masculino, € muitas vezes
banalizada, a despeito do mal estar psicossocial que envolve os acometidos.

Neste estudo, a formulacdo lipossomal LMNX/HPMC (1:4) possui
concentragdo do farmaco MNX correspondente a 1 mg/mL e foi avaliada qualitativa
e histologicamente, quanto a seus efeitos promotores de crescimento capilar em
ratos Wistar machos, com idade de sete semanas, utilizando como produto

referéncia uma solugéo comercial contendo MNX 20 mg/mL (Regaine®).
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6.7.1 Andlise qualitativa

A avaliacdo qualitativa se deu através de registros fotograficos dos trés
grupos. A cada trés dias de tratamento, os animais foram fotografados para
avaliacdo do menor tempo de inicio de crescimento dos pelos e do tempo de
crescimento completo dos pelos para cobrir totalmente a area depilada. A figura 25
apresenta as imagens a, b e ¢ correspondentes aos trés grupos: tratado, referéncia
e controle, respectivamente, no 6°dia.

Figura 25 - Estudo in vivo de crescimento de pelos. Fotografias dos ratos tratados com LMNX/HPMC
(A), referéncia (B) e controle (C) no dia do inicio do crescimento dos pelos (6° dia).

Fonte: Acervo pessoal.
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Observou-se que o crescimento dos pelos para o grupo tratado iniciou-se no
6° dia de tratamento; para o grupo referéncia, o inicio se deu no entre o0 9° e 0 10°
dia e para o grupo controle, so foi verificado no 12° dia de tratamento.

O tempo para o crescimento completo dos pelos foi menor no grupo tratado
(19 dias) e, nos grupos referéncia e controle o tempo foi o mesmo (22 dias) (Tabela
19).

Tabela 19 - Efeito dos tratamentos com MNX nanoencapsulado em lipossomas sobre o tempo de
crescimento capilar.

Tempo de crescimento capilar (dias)*

Inicial® Completo®

TRATADO 6,33°+ 0,33 19,00° + 0,63
(n=9) (n=6)

REFERENCIA 10,33°+ 0,53 22,33+ 0,67
(h=9) (n=3)

CONTROLE 13,00% + 0,50 22,33%+ 0,67
(n=9) (n=3)

% 0s valores s@o média + erro padréo da média.
@G pMédias seguidas de mesma letra ndo coluna néo diferem entre si pelo Teste t de Student a e 5%

de probabilidade de erro, respectivamente.

6.7.2 Andlise quantitativa

a) Determinacdo de numero de foliculos por milimetro linear de pele de rato

Em andlise histoldgica, os cortes podem ser elaborados em planos vertical
(longitudinal) ou horizontal (transversal), optou-se por cortes longitudinais para a
verificagdo do namero de foliculos por milimetro linear de pele de rato. Os resultados

encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20 - Nimero de foliculos por milimetro linear de pele de rato.

Ndmero de foliculos/mm @

Tratado @ 20,97 + 0,46
(n = 317)

Referéncia 25,82° + 1,04
(n = 327)
Controle 11,79°+ 0,25
(N = 386)

"> Os valores s&o média * erro padrédo da média (n=5).
@ Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste t de Student em nivel de 1% de
probabilidade de erro.

Sabe-se que a AGA evolui com o encurtamento da fase anadgena (KWACK et
al., 2011) e que o MNX atua prolongando esta fase, revertendo assim a
miniaturizacdo dos foliculos capilares (MURA et al., 2007). Desse modo, a inducéo
da sincronizacdo da fase anagena em murinos se da experimentalmente, pela
depilacdo antes do inicio do tratamento (CHASE, 1935; MULLER-ROVER,;
HANDJISKI; VAN DER VEEN, 2001) o que permite verificar in vivo, a atividade do
MNX como agente capaz de prolongar esta fase.

Papa e Kligman (1965) relatam n&o haver evidéncias de neogénese de
foliculos pilosos apés a idade fetal, sendo assim, é possivel que o efeito estimulante
do MNX se expresse na transicao gradual de pelos velus (mais finos e com pouco
ou nenhum pigmento) a pelos terminais, mais espessos e pigmentados (OLSEN et
al., 1985) se contrapondo ao efeito da AGA sobre o ciclo de crescimento capilar,
guando esta promove um prolongamento do tempo de repouso ou laténcia do ciclo
de crescimento capilar, periodo entre a expulsao do foliculo telégeno e o inicio de
nova andgena (MESSENGER E RUNDEGREN, 2004).

Varios estudos in vivo tém sido feitos com intuito de avaliar a eficacia do MNX
no tratamento da AGA a partir de diversas formas farmacéuticas, (OLSEN et al.,
1987; ARCK et al., 2003; KWACK et al., 2011; ALDHALIMI; HADI; GHAFIL, 2014) e
também, veiculado em nanocarreadores (SHIM et al., 2004). No entanto, ndo ha
relatos, nas bases de dados, de avaliagdo da atividade de MNX base através de

estudos in vitro em modelo de célula de Franz associados ao estudo in vivo.
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A superioridade de nanossistemas contendo MNX, comparados a sua forma
livre em solucado, na formacéo de depdsito intrafolicular j& foi comprovada por varios
estudos (CIOTTI; WEINER, 2002; MURA et al., 2007; JAIN et al., 2010). Todavia, a
forma como o nanossistema é veiculado para utilizacdo sobre a pele pode modificar
drasticamente a eficAcia do tratamento, a exemplo da utilizacdo de veiculos
contendo altas concentracbes de etanol ou tensoativos que sao capazes de
desestruturar um nanossistema como lipossoma (CHORILLI, 2004). Desta forma, a
utilizacao de veiculos poliméricos, tem sido investigada e, segundo Magdassi (1997),
lipossomas quando incorporados em veiculos como géis hidrofilicos podem
permanecer estaveis por até dois anos.

Os resultados apresentados na Tabela 20 mostram que o0 numero de
foliculos/mm linear de pele foi significativamente maior no grupo referéncia que nos
grupo tratado e controle. Os resultados do grupo tratado foram significativamente
maiores que o0s do grupo controle, este Ultimo com o menor numero de foliculos
apos os 28 dias do estudo.

Desse modo, € possivel que inicialmente, a atividade de LMNX/HPMC se
deva ao MNX livre e se prolongue ao longo do tempo, proporcionada pelo MNX
encapsulado incorporado ao hidrogel de HPMC, ja que no estudo in vitro, se verifica
a capacidade de grande penetracdo folicular de LMNX, mas que se encontra
retardada quando a dispersdo lipossomal € incorporada ao veiculo polimérico
(LMNX/HPMC), devido ao fato deste possuir uma concentracdo de farmaco (1
mg/mL) menor que a disperséo (4 mg/mL).

Analisando estes resultados, algumas consideracdes devem ser feitas: a
primeira € que a formulagdo LMNX/HPMC possui uma concentragcdo de MNX
correspondente a 1 mg/mL e uma eficiéncia de encapsulacdo 50,30 + 0,10%; em
segundo, sua atividade, avaliada pelo numero de foliculos por milimetro linear de
pele de rato, foi apenas 19% menor que a de MNX solucéo e, por fim, a formulagéao
MNX solugao possui uma concentragdo de 20 mg/mL, o que representa 20 vezes
mais farmaco livre que LMNX/HPMC.

Dessa forma, conclui-se que estes resultados evidenciam uma grande

eficiéncia da formulagdo LMNX/HPMC sobre o crescimento de pelos.
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b) Determinacdo da proporcao de foliculos pilosos de acordo com as fases do
ciclo capilar

Para a determinac&o da proporcéo de foliculos nas fases anagena e telogena
foram utilizados cortes transversais, com espessura de 4 ym, pois 0 mesmo permite
a avaliacdo de maior numero de foliculos e por isso, sdo os mais utilizados
atualmente (HEADINGTON, 1984; MULINARI-BRENNER, 2006).

A classificacdo das fases do ciclo capilar se deu conforme Mulinari-Brenner et
al., (2006): caracterizou-se o foliculo anageno pela presenca de bainhas radiculares
interna e externa completamente desenvolvidas e como telégeno, o foliculo que

apresentou enrugamento central no canal do pelo (Figura 26).

Figura 26 - Aspecto histolégico em corte transversal dos foliculos capilares: Anageno terminal com
bainha interna e externa (A) e Telégeno terminal com enrugamento da bainha radicular interna (B).

% u

A Figura 27 mostra os animais dos trés grupos (Fotografia 1 a,b,c) apds os 28 dias
de tratamento e as foto-micrografias A, B e C (pranchas de cortes transversais de
pele dos ratos) representam os foliculos anagenos nos grupos tratado e (foto-
micrografias A e B) e no grupo controle (foto-micrografia C) com predominio de
foliculos em fase telégena.
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Figura 27 - Fotografia de ratos dos trés grupos estudados apresentando crescimento de pelos no
grupo tratado com LMNX/HPMC (a), grupo tratado com Regaine® a 2% (b) e controle negativo (c).
Foto-micrografias de foliculos capilares de ratos Wistar apds 28 dias de tratamento: Foto-micrografia
A grupo tratado com LMNX/HPMC, Foto-micrografia B grupo tratado com Regaine® a 2% e Foto-
micrografia C controle negativo. As setas apontam foliculos anagenos em A e B e, foliculos telogenos
em C.

Fotografiala,b,c

Fonte: Acervo pessoal

Na Tabela 21 estdo compilados os resultados do estudo para 0s trés grupos
durante as quatro semanas de tratamento. Os dados apontam para a auséncia de
foliculos em fase de repouso (telégena) para o grupo tratado desde os primeiros
sete dias de tratamento, enquanto o grupo referéncia apresenta foliculos nesta fase
até o 21° dia.

Observa-se que para o grupo controle, o numero de foliculos telégenos é
crescente a partir do 14° dia. A depilacao feita no dorso dos animais 24 horas antes
do inicio do tratamento estimula a sincronizacdo do inicio da fase anagena (de
crescimento) do ciclo capilar, portanto o comportamento dos grupos em estudo
mostra que LMNX/HPMC (1 mg/mL) foi capaz de manter os foliculos em fase
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anagena, enquanto o MNX a 2% em solugcdo sé exerceu completamente este efeito
depois do 21° dia de tratamento quando ndo mais foram observados foliculos em

fase telégena.

Tabela 21 - Médias das percentagens de foliculos anagenos e telégenos em cada grupo.

Tratamentos Dias
7 14 21 28
Foliculos anagenos (%)
Tratado
(n = 45) 100* 100* 100* 100*
Referéncia
(n = 44) 99,88% 99,57% 98,69% 100*
Controle
(n = 30) 100° 99,08° 98,72° 84,51°
Foliculos telégenos (%)
Tratado
(n = 45) 0 0 0 0*
Referéncia
(n = 44) 0,12 0,43 1,31 0
Controle
(n = 30) 0 0,92 1,30 15,49°

(n = nimero de campos contados em cada grupo). Médias seguidas de mesma letra na coluna, para
cada variavel, ndo diferem entre si pelo Teste de Kruskal-Wallis em nivel de 5% de probabilidade de
erro.

Observa-se que LMNX/HPMC, a despeito de sua baixa retencdo no EC e no
interior dos foliculos capilares no ensaio in vitro, foi eficaz no estudo in vivo,
provavelmente devido a maior permeabilidade e densidade de foliculos existente na
pele de roedores (BRONAUGH; STEWARD, 1985).

Os resultados de ensaios in vitro quando extrapolados para a compreensao
de experimentos in vivo, nem sempre apresentam uma correlacdo razoavel. Isto
talvez seja devido aos fatores como tamanho e densidade dos pelos, como também,
a espessura da pele utilizada, diferenca de permeabilidade entre espécies, pobre
correlacdo entre pele de rato e pele humana (GODIN; TOUITOU, 2007; JACOBI et
al., 2005; PATZELT et al., 2008; WESTER; MAIBACH, 1989).

Alguns aspectos podem ser considerados como justificativa para a
discrepancia entre os resultados dos ensaios in vitro e in vivo. O ensaio in vitro foi
realizado em pele de orelha de porco e no ensaio in vivo foram utilizados ratos

Wistar como modelo animal. Embora a pele de orelha de porco apresente
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semelhanca estrutural com a pele humana, é menos permeavel e possui menor
densidade de pelos que a pele de roedores (BRONAUGH; STEWARD, 1985).

Outro aspecto a ser considerado € que, no ensaio in vivo, as formulacdes
foram aplicadas nos ratos, com massagens de um minuto de duracdo. Ha varios
estudos que enfatizam a massagem como um fator desencadeador de aumento da
penetracdo folicular por mimetizar o movimento dos pelos (TOLL et al., 2004,
LADEMANN et al., 2007, 2008; KNORR et al., 2009; WOSICKA; CAL, 2010) e
também desobstruir os canais dos pelos.

A promocédo do prolongamento da fase anagéna é atribuida ao farmaco MNX,
nas diversas formas farmacéuticas em que se apresente. No entanto, seu uso na
forma de solucBes etanodlicas associadas ao propilenoglicol traz extenso relato de
reacoes adversas (RUMSFIELD; WEST; FIEDLER-WEISS, 1987; SINCLAIR, 2005;
JAIN et al., 2010) além de retorno dos sintomas apOs breve interrupcdo do
tratamento e pouca capacidade de formacdo de depésito intrafolicular, como
comprovado em nossa estudo.

A possibilidade de sua apresentacdo associado a nanossitemas e veiculos
que contribuam para a estabilidade e liberacdo controlada, além de serem bem
tolerados pelos usuarios destas formula¢des, motivou a execuc¢do deste trabalho.

O principal objetivo do uso de nanocarreadores, contendo MNX para o
tratamento da AGA, é a formacdo de depdsito intrafolicular que garanta liberacéo
controlada do farmaco prolongando assim, sua eficacia. Os resultados do estudo in
vivo, embora discrepantes dos encontrados na avaliacao in vitro, sdo sugestivos de
que LMNX/HPMC ¢é uma formulacdo promissora no tratamento da AGA, sendo
necessarios estudos in vivo de permeacdo e penetracdo intrafolicular para melhor

compreensao destes fenbmenos.
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Os lipossomas contendo MNX, obtidos pelo método de hidratacao do filme lipidico,
apresentaram caracteristicas adequadas, propostas neste estudo, a sua utilizacao

para uso tépico sendo multilamelares de tamanho médio;

Os estudos de espectroscopia no infravermelho e de calorimetria diferencial
exploratéria indicaram interagbes farmaco-lipossomas e lipossomas/hidrogel,
provavelmente de carater hidrofébico, mas sem influéncia no perfil de liberacéo e

de retencéo do farmaco no extrato cérneo e nos foliculos;

As formulagBes lipossomais LMNX e LMNX/HPMC apresentaram perfis de
liberacdo gradiente de concentracado-dependentes com coeficientes de difuséo
estatisticamente semelhantes, indicando que o gel polimérico utilizado como

veiculo néo interferiu na liberacéo do farmaco.

A retencéo de MNX no EC foi menor na pele tratada com LMNX/HPMC comparada
ao tratamento com MNX solucéo.

A retencdo de MNX nos foliculos na pele tratada com LMNX/HPMC apresentou
valores de semelhantes ao tratamento com MNX solucdo e inferior aquela

resultante do tratamento com LMNX.

O numero de foliculos por milimetro linear de pele em ratos tratados com
MNX/HPMC foi 1,2 vezes menor que aquele resultante do tratamento com o

produto referéncia e 1,8 vezes maior que o controle.

O tempo inicial e total para crescimento dos pelos foi significativamente menor para
0s animais tratados com LMNX/HPMC com relacdo ao tratamento referéncia e ao

controle.
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e O tratamento dos animais com LMNX/HPMC foi capaz de prolongar a fase
anagena mais precocemente que o tratamento referéncia, comprovado pela

auséncia de foliculos em fase de repouso (telégena) desde o 7° dia de tratamento.

e Finalmente, conclui-se, diante dos resultados obtidos neste estudo, que a
formulacdo lipossomal contendo minoxidil incorporada em gel (LMNX/HPMC) é

uma formulagdo promissora no tratamento da alopecia androgénica.

PERSPECTIVAS

e A associacdo de fator de crescimento ao minoxidil encapsulado em lipossomas

pode ser uma nova estratégia para aumentar a eficacia do farmaco.

e Estudos in vivo de permeacgéo e penetracdo intrafolicular de lipossomas contendo
minoxidil incorporados em gel (LMNX/HPMC) séo ainda necessarios para melhor

compreensao destes fendmenos.
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uw-ﬂuwmmwmammmmm
dasenvolvimento, caracterizagdo @ avalisgdo da parmeagdo cutinea In vitro o in
m-

Concluimos que o5 procedimentcs descros para a ullkzagdo experimantal dos
admbmwnﬂmeedeaaofdomummmwamm
pars Experimantacio Animal e com as normas inMemasionsis estabelecidas pelo
Nmumumdumaamtam“umdwwmmssqmm
adotadas coma crivénios de svalagio e julgamento pela CEUA.UFPE

Encontra-se do acorio com &S nomae vigentes no Brasl, especiaiments a Lai
H.mdeosdeouumdazooa,quemdaqmﬂodomoammmfm
céentificos & ddabcos

Diante do expasto, emitimos pareces favarivel aos protocolos exparimentals &
sarem realaades.

Crigem doe onimal. Blitio do Cragho oo Deparianeil Ue
Nutrigo, UFPE/ Biotrio da Universidade de 580 Paulo, USP:

e 3540 dies (raloe), Peso: 20-26g (camundongos) & 120-150g

(raios); Sewo: machoe; N° tolal de animais: 60

= (/Lz/
e Ll
SAPE e

Anmais: camundongos e ratos; Idade: 45-50 dias (camundenges)| Menaosamants
Prot &ié

CCB: Integrar pars desenvelver

127



