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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi desenvolver nanoparticulas de policaprolactona (PCL)
co-encapsulando minoxidil e betametasona como estratégia prolongar a liberagao
topica dos farmacos, visando posterior aplicagdo no tratamento tépico da alopecia
areata. O método analitico para quantificacdo do minoxidil e da betametasona por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi validado e seguiu os parametros de
seletividade e linearidade preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). As nanoparticulas de PCL foram obtidas pelo método de
miniemulsificacdo/evaporacdo de solvente e caracterizadas pela determinagdo de
distribuicdo do diametro hidrodindmico, potencial zeta e eficiéncia de encapsulagcédo. O
perfil de liberagdo dos farmacos pela nanoformulagao foi avaliado in vitro utilizando
células de difusao por 9 horas. No compartimento doador das células foi inserida 1 mL
da amostra de nanoparticulas e o compartimento receptor foi preenchido com uma
solugédo de tampéao fosfato pH 7.4 com 0.5% de SDS, para garantir a manutengao das
sink conditions. As nanoparticulas quando preparadas sem os farmacos apresentaram
didmetro hidrodindmico de 324,3 £+ 2,9 nm, indice de polidispersividade (PDI) de 0,40 +
0,04 e potencial zeta de -20,7 = 0,52 mV, enquanto as preparadas com os farmacos
apresentaram diametro hidrodindmico de 123,3 £ 0,51, PDI de 0,18 + 0,01 e potencial
zeta de -32,1 £ 2,88mV. Foi obtida uma eficiéncia de encapsulagao de 87,42 + 0,31%
para o minoxidil e de aproximadamente 100% para betametasona. O perfil de
liberacdo obtido demonstrou que as nanoparticulas controlam a liberagdo dos
farmacos em relagéo ao controle contendo os farmacos livres em solugao. Assim, as
nanoparticulas desenvolvidas aparentam ser uma opcdo viavel para o tratamento
tépico de alopecia areata.

Palavras-chave: Alopecia Areata, Minoxidil, Betametasona, Nanoparticulas
Poliméricas, Penetracao Folicular.



ABSTRACT

The objective of this work was to develop polycaprolactone (PCL) nanoparticles co-
encapsulating minoxidil and betamethasone as a strategy to prolong the topical release
of drugs, aiming at further application in the topical treatment of alopecia areata. The
analytical method for quantifying minoxidil and betamethasone by high performance
liquid chromatography (HPLC) was validated following the selectivity and linearity
parameters recommended by the National Health Surveillance Agency (ANVISA). The
PCL nanoparticles were obtained by the mini emulsification/solvent evaporation
method and characterized by the determination of hydrodynamic diameter distribution,
zeta potential, and encapsulation efficiency. The drug release profile by
nanoformulation was evaluated in vitro using diffusion cells for 9 hours. In the cell
donor compartment, 1 mL of the nanoparticle sample was inserted, and the recipient
compartment was filled with a pH 7.4 phosphate buffer solution with 0.5% SDS, to
ensure the maintenance of sink conditions. The nanoparticles when prepared without
the drugs had a hydrodynamic diameter of 324.3 £ 2.9 nm, a polydispersity index (PDI)
of 0.40 + 0.04 and a zeta potential of -20.7 + 0.52 mV, while the prepared with the
drugs presented hydrodynamic diameter of 123.3 + 0.51, PDI of 0.18 £ 0.01 and zeta
potential of -32.1 + 2.88mV. An encapsulation efficiency of 87.42 + 0.31% was
obtained for minoxidil and approximately 100% for betamethasone. The obtained
release profile demonstrated that the nanoparticles control the release of drugs in
relation to the control containing the free drugs in solution. Thus, the developed
nanoparticles appear to be a feasible option for the topical treatment of alopecia
areata.

Keywords: Alopecia Areata, Minoxidil, Betamethasone, Polymeric nanoparticles,
Follicular penetration



1. INTRODUCAO

Alopecia areata € uma doenca imunomediada de perda de cabelo, que pode
afetar os pelos do corpo todo, incluindo sobrancelhas e cilios, além de causar
alteragdes nas unhas. E estimado que a alopecia areata afeta aproximadamente
2% da populagao global (LEE et al., 2020), sendo que a manifestagao € mais
frequente entre pessoas de 25 a 36 anos de idade (CRANWELL et al., 2019;
FREIRE et al., 2019). Atualmente, os tratamentos mais comuns ndo sao curativos
e tém o objetivo de interromper a progressdo da doenga. Uma estratégia de
tratamento € o uso de corticosteroides em altas doses por via oral ou tépica para
conter as causas autoimunes da doenca. O uso de minoxidil por via tépica
também pode ser indicado para auxiliar na cessao da queda capilar, como em
casos que a doencga se mostra mais persistente € necessaria a combinacédo de
medicamentos para retardar a progressao da doenga (KISZEWSKI; BEVILAQUA,;
ABREU, 2018).

Nesses casos, em que € necessario um tratamento mais intensivo, uma
formulagcédo topica contendo uma combinagdo de farmacos encapsulados em
nanoparticulas pode ser muito util para aumentar a efetividade do tratamento. Isto
porque estudos demonstram que nanoparticulas poliméricas se acumulam mais
seletivamente nos foliculos pilosos (GELFUSO et al., 2015; MATOS et al., 2015;
USHIROBIRA et al., 2020), propiciando um perfil de liberagdo modificado no local
de agao dos farmacos, aumentando seu tempo de agdo. Outra vantagem é que
ao combinar dois farmacos em uma formulagao eles podem ser administrados
simultaneamente diminuindo assim a quantidade de aplicagbes necessarias, 0

que facilita a adesao do paciente a terapia.

Nanoparticulas de matérias organicos podem encapsular centenas de
moléculas de farmaco dentro de uma unica particula carreadora, essas moléculas
vao sendo liberadas a medida que que a particula carreadora se degrada
(HOBBS et al., 1998). A PCL (policaprolactona) € um polimero semicristalino,
hidrofobico, biocompativel e biodegradavel e com baixa taxa de degradacao,
sendo ideal para sistemas de liberagdo prolongada (USHIROBIRA, 2019).

Portanto nanoparticulas poliméricas de PCL se apresentam como uma opg¢ao



promissora para a producdo de um sistema de liberacdo prolongada contendo

minoxidil e betametasona.

Desta maneira, a proposta do estudo é desenvolver uma formulagéo contendo
nanoparticula polimérica co-encapsulando minoxidil e betametasona para ser
estudada e aplicada como uma alternativa viavel ao tratamento topico da alopecia
areata.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Este estudo tem como objetivo preparar e caracterizar nanoparticulas de PCL
co-encapsulando minoxidil e betametasona e avaliar a liberagdo dos farmacos

para o uso no tratamento topico da alopecia areata.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

o Adaptar o método analitico para quantificagdo simultanea dos farmacos;

« Obter nanoparticulas de PCL encapsulando minoxidil e betametasona;

o Caracterizar nanoparticulas quanto ao diametro hidrodinamico, potencial
zeta e eficiéncia de encapsulacao;

o Avaliar o perfil de liberagao in vitro da betametasona e minoxidil a partir das
nanoparticulas e solu¢gado dos farmacos;

o Analisar estatisticamente os dados obtidos.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.ALOPECIA AREATA

A alopecia areata € um tipo comum de perda de cabelo que ndo envolve a
formagao de cicatrizes e que afeta igualmente pacientes de ambos os sexos e
todas as idades (STRAZZULLA et al., 2018), é estimado que ela afete
aproximadamente 2% da populagéo global (LEE et al., 2020).

A porgao proximal do foliculo piloso em fase anagena é uma regiao
imunoprivilegiada similar ao utero durante a gravidez e aos testiculos
(WESTGATE; CRAGGS; GIBSON, 1991). Na alopecia areata esse privilégio
imune parece ser rompido, havendo mudancas que aumentam a apresentagcao de
antigenos por células do foliculo piloso e migragdo de células T para vizinhanga
proxima dos foliculos nas lesdes da alopecia areta (STRAZZULLA et al., 2018).
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Figura 1: Quebra do privilégio imune durante a alopecia areata (PRATT et al. 2017).



O foliculo piloso saudavel passa normalmente por 3 fases, anagena
(crescimento ativo), em seguida catagena (apoptose das células epiteliais) e por
fim a telégena (fase de descanso) (ALONSO; FUCHS, 2006). Durante a alopecia
areata o ciclo é perturbado, levando a fase anagena distréfica (STRAZZULLA et
al., 2018). Os foliculos passam de forma prematura da fase anagena para a
telogena devido a inflamagao, provavelmente em resposta a um estimulo imuno-

mediado.
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Figura 2: Ciclo do foliculo piloso (PRATT et al., 2017).

3.2.NANOPARTICULAS DE PCL

Uma alternativa para a pesquisa de novos medicamentos com menos
incidéncia de efeitos adversos e propriedades fisico-quimicas mais vantajosas, &
o desenvolvimento de formula¢des inovadoras baseadas em nanotecnologia. As
nanoparticulas poliméricas tém sido propostas com esse objetivo (PEREIRA et
al., 2018a).

Nanomateriais, por terem uma grande area de superficie, podem ser
carregados com uma alta quantidade de agentes terapéuticos, nanomateriais
organicos podem encapsular centenas de moléculas de farmaco dentro de uma

unica particula carreadora por conta de sua parte central oca ou porosa, essas



moléculas vao sendo liberadas a medida que a particula carreadora se degrada
(HOBBS et al., 1998). A utilizagdo de vetores capazes de permitir a otimizagao da
velocidade e dosagem de substancias para o controle da liberacdo de farmacos
em sitios de acido especificos tem sido uma area de pesquisa nos ultimos anos
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas constituidas por polimeros biodegradaveis tém atraido
maior atencdo devido as suas potencialidades terapéuticas e a maior estabilidade
durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al, 2003). A utlizagdo de
nanomateriais para a liberagdo de farmacos pode minimizar os efeitos adversos,
impedindo a absorgdo nao especifica de agentes terapéuticos para os tecidos
saudaveis (HOBBS et al., 1998).

PCL ¢é um poliéster semicristalino, hidrofébico, biodegradavel e
biocompativel. Quando comparado com outros polimeros sua degradagéao € lenta,
portanto, & altamente compativel com o design de formas farmacéuticas de
liberagéo controlada (AJIBOYE; TRIVEDI; MITCHELL, 2018). Além da PCL ser
compativel com mistura de outros polimeros o que facilita o ajuste de
propriedades desejadas como mucoadeséo e cinética de degradagéo (AJIBOYE;
TRIVEDI; MITCHELL, 2018).

3.3. TRATAMENTO DE ALOPECIA AREATA:

Diversos tratamentos estdo disponiveis para a alopecia areata.
Medicamentos topicos como minoxidil, corticoides e antralina podem ser
associados a tratamentos mais agressivos como sensibilizantes (difenciprona) ou

metotrexato (Sociedade Brasileira de Dermatologia, 2020).



3.3.1. MINOXIDIL

NN
’ -
H X b
Sy \N e \N -

Figura 3: Estrutura quimica Minoxidil. PM: 209.25 g/mol,
pka: 4.61, logP: 1.24, solubilidade em agua: 2.2 mg/mL
(PubChem 2021).

O Minoxidil € um derivado de piridina (2,4-dia mino-6-piperidinapirimidina 3-
oxido), ele € metabolizado em sulfato de minoxidil, que apresenta maior agao nos
crescimentos dos cabelos, essa metabolizacdo ocorre no foliculo pela atividade
de uma sulfotransferase, a qual € maior no foliculo piloso do que na epiderme e
derme. No mercado nacional e internacional ele €& comercializado nas
concentragdes de 2% e 5%. A maioria das formulagées comerciais desse farmaco
contém uma quantidade significativa de alcool etilico e/ou propileno glicol que
induzem irritacdo queimacgao, dermatite alérgica, vermelhiddo e secura do couro
cabeludo, que podem ser agravados por aplicagbes repetidas, também foi
reportado ritmo cardiaco elevado, hipertricose, e retencdo de sodio e agua
(PEREIRA et al., 2018b).

Inicialmente, acreditava-se que que a aplicagdo topica do minoxidil
somente estimulava o crescimento capilar devido a uma acgao indireta do farmaco,
induzindo vasodilatagdo na area, aumentando o fluxo sanguineo na papila
dérmica ou criando uma irrigagao local. No entanto atualmente sabe-se que esse
farmaco pode estimular o crescimento capilar de varias formas: pode aumentar a
taxa de crescimento capilar linearmente, alterar o ciclo capilar diminuindo a fase

telogénica e/ou prolongando a fase anagénica, aumentar o diametro da fibra



capilar, ou agir através da combinacdo desses efeitos (GELFUSO, 2009;
MESSENGER; RUNDEGREN, 2004; SUCHONWANIT; THAMMARUCHA;
LEERUNYAKUL, 2019).

3.3.2. BETAMETASONA
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Figura 4: Valerato de betametasona

PM: 476.6 g/mol, logP: 3.6, solubilidade em
agua: 0.00669 mg/mL (PubChem 2021).

Esteroides sdo a forma mais comum de tratamento para a alopecia areata,
eles podem ser aplicados por via tdpica, intralesional ou como agentes
sistémicos. A aplicagdo topica de betametasona € facil, ndo invasivo, ndo é
necessario ir ao hospital, pode ser feita a autoaplicagdo e nao é doloroso (DEVI,
RASHID; GHAFOOR, 2015a). O possivel mecanismo de agao dos
corticosteroides seria através da imunossupressao, nao atuando, entretanto, no
crescimento do pelo normal (MAIA; FERNANDES, 2003). Tratamentos tépicos
convencionais com corticosteroides quando feitos de forma prolongada podem
causar efeitos adversos como foliculite, telangiectasia, estrias, alteragcéo
pigmentar e atrofia (DEVI; RASHID; GHAFOOR, 2015b).



4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

O minoxidil (3-hydroxy-2-imino-6-piperidin-1-ylpyrimidin-4-amine,
C9H15N50) utilizada nesse trabalho foi adquirido da SM Empreendimentos
Farmacéuticos LTDA (Anapolis, Goias, Brasil). Betametasona
([(8S,9R,10S,11S,135,14S5,16S,17R)-9-fluoro-11-hydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-
10,13,16-trimethyl-3-ox0-6,7,8,11,12,14,15,16-
octahydrocyclopenta[a]phenanthren-17-yl] pentanoate, C27H37FO6) foi adquirida
da Aché (Sdo Paulo, Brasil). PCL (2-[2-(6-hydroxyhexanoyloxy)ethoxylethyl 6-
hydroxyhexanoate, C16H3007) e Tween80 foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). Acetonitrila e metanol grau HPLC foram adquiridos da J.T
Barker (Philisburg, USA). Todas as analises foram realizadas com agua Milli-Q
(Millipore, llikirch-Graffenstaden, Franca).

42.METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO MINOXIDIL E
BETAMETASONA

O minoxidil e a betametasona foram dosados com o auxilio de um
Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), modelo Shimadzu LC 20-AD,
composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), um injetor automatico (modelo
9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), acoplados a um detector
espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um computador equipado com o
programa de analise cromatografica Shimadzu LC. Foi utilizada uma coluna de
fase reversa C1g (150 mm x 4,6 mm) e fase moével composta por uma mistura de
Agua Milli-Q:Acetronitrila (53:47) gradiente variando em t = 8 minutos para (45:55)
e em t = 12 minutos retornando para (53:47) (v/v). A vazao foi de 1mL/min, o
volume de injecdo das amostras foi de 20 pL, o forno foi utilizado a temperatura
40°C e a deteccdo foi feita em 285 nm para o minoxidil e 245 nm para a
betametasona.



4.3.VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO
MINOXIDIL E BETAMETASONA

Para verificar a linearidade do método, foram realizadas seis diluicdes em
metanol a partir de uma solugdo padrdao de cada farmaco (100 pg/mL),
previamente preparada pela diluigdo de 10 mg do farmaco em 100 mL de metanol
(grau HPLC, Tedia, Brazil). As diluicdes para o desenvolvimento da curva foram
feitas utilizando como solvente metanol, em triplicata para cada concentragao,
que foram iguais a 5,0; 10,0; 15,0; 20,0, 30,0 e 100,0 pg/mL. A curva analitica foi
construida relacionando-se a concentragao de cada farmaco (ug/mL) com area do
cromatograma (mA) fornecido pelo aparelho apds injegdo das amostras padrao. A
analise estatistica dos dados foi obtida pelo método de regressao linear, obtendo
uma reta no formato y = ax + b, onde (a) corresponde ao coeficiente angular e (b)
coeficiente linear. As faixas lineares foram calculadas utilizando-se o coeficiente
de correlagao linear (r), que de acordo com os parametros minimo aceitavel de r =
0,99 (ANVISA, 2017).

Para a analise da seletividade do método foi injetado no CLAE metanol,
Estrato Cérneo (EC), Foliculo Piloso (FP), Pele Remanescente (EP), fita (Scotch
storage packing tape long lasting 3M) e cola (SuperBonder), que sédo os
interferentes das analises nos ensaios de permeacido cutanea, para verificar a
capacidade do método de separar os farmacos desses interferentes nos futuros
ensaios de permeagao/penetracao cutanea (ANVISA, 2017).

Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram definidos a
partir das equacdes descritas abaixo:

LD=(3xs)/S,

LQ=(10xs)/S,
onde: s é o desvio padrao do intercepto no eixo Y da curva de calibracdoe S € o
coeficiente angular da curva de calibragéo.

4.4.OBTENGAO DE NANOPARTICULAS POR EVAPORAGCAO DE SOLVENTE

As nanoparticulas de PCL encapsulando o minoxidil a 0,5% (m/m) e a
betametasona a 0,1% (m/m) foram preparadas a partir do método adaptado de
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(BADRI et al., 2017). A técnica se baseia no uso de dois solventes imisciveis, o
polimero e os farmacos sendo soluveis na fase organica e os insoluveis na outra
fase, que normalmente é agua. Neste trabalho, 0,075 g de PLC (MW 2000
g-mol™") foram dissolvidos em 7,5 g de acetona C3HsO (PA 99,5%) sob agitagédo
magneética a 30°C até dissolugdo completa. A fase organica foi composta de uma
propor¢do de massa de 0,5% de Minoxidil e 0,1% de betametasona para o
volume final. A fase aquosa foi composta de uma solugdo contendo 10 mL de
agua e 50 mg de Tween80. A fase organica foi adicionada por injecdo a fase
aquosa sob agitacdo magnética moderada, por via de uma seringa com agulha. A
dispersdao foi entdo colocada no rotaevaporador (R-100, Buchi, Suiga) para
evaporar o0 solvente organico. Apos a evaporagdo as nhanoparticulas foram
armazenadas em geladeira 4°C até o momento da sua utilizagdo. Nanoparticulas
de PCL sem o farmaco (controle) foram preparadas de forma semelhante, no

entanto sem adicionar os farmacos a fase organica inicial contendo PCL.

4.5.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.5.1. DIAMETRO HIDRODINAMICO DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

A distribuicdo do diametro hidrodinamico das nanoparticulas e o potencial
zeta foram analisados por espalhamento de luz dinamico e mobilidade
eletroforética, respectivamente. Para isso, 10 yL da suspensao coloidal das
nanoparticulas, contendo ou ndo os farmacos, foram diluidos em 990 uL de agua
Milli-Q e analisadas logo apds sua obtengcdo em um aparelho Zetasizer Nano ZS
(Malvern, EUA).

4.5.2. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulagdo foi determinada por centrifugagdo da
suspensdo das nanoparticulas em um dispositivo com tamanho de poro definido
em 10kDa (Vivaspin 2, 100000, MWCO HY, Sartorio, Goettingen, Alemanha)
(Figura 5). A amostra foi centrifugada por 10 minutos & 4000 rpm em uma
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centrifuga (Nova Etica, Brasil), sendo o filtrado constituido de minoxidil e
betametasona livres (FL). Foi feita entdo uma segunda filtragdo em um filtro de
poro igual a 0,45 ym acoplado a uma seringa. Esse método é um método indireto
e foi feita a validagdo do método utilizando os farmacos livres em solugao para

garantir que n&o houve interagdo das membranas filtrantes com os farmacos.

il
Tranzferir 300 uL da

formulagio

Anzlise por CLAE

Centrifagar por 30 minutos em 4000 rpm

Figura 5: Representagdo do protocolo de eficiéncia de encapsulagéo por Vivaspin (SA,
2015).

A concentragdo de farmaco encapsulado foi determinada pela diferenca
entre a concentragao inicial de farmaco adicionado (FT) e a concentragao de
farmaco nao encapsulada obtida (FL). A eficiéncia de encapsulagao, entdo, foi
calculada da seguinte forma:

EE%= (FT —FL)/ FT] x 100,

onde: EE% ¢é a eficiéncia de encapsulagdo de minoxidil ou betametasona na
nanoparticula; FL é a concentragcdo de minoxidil ou betametasona que n&o foi
encapsulado nas nanoparticulas de PCL; e FT é a concentracdo de minoxidil ou
betametasona que foi inicialmente colocada para preparo das nanoparticulas.

4.6.LIBERACAO IN VITRO DA BETAMETASONA E MINOXIDIL A PARTIR DAS
NANOPARTICULAS

A influéncia das nanoparticulas desenvolvidas na velocidade de liberagao
dos farmacos foi verificada in vitro por meio de um ensaio de liberacdo. Este
ensaio foi realizado utilizando-se células de difusdo do tipo Franz modificada e
membranas sintéticas hidrofilicas de acetato de celulose.
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A solucdo presente no compartimento receptor da célula foi uma solugao
tampao fosfato com 0,5% de SDS (para garantir as condi¢des de sink), pH 7,4,
mantida a 30°C durante todo o tempo de experimento. Essa solugdo foi sendo
reposta ao compartimento receptor a medida que, de 1 h em 1h, foram coletadas
para analise de 1 mL de solugao receptora ao longo de 9 h de experimento. No
compartimento doador foi adicionado 1 mL da suspensdo das nanoparticulas.
Como controle, ou seja, para eliminar o efeito da membrana no controle da
liberacdo do farmaco, um experimento semelhante foi realizado colocando-se no
compartimento doador 1 mL de uma solugcdo aquosa dos farmacos. O
experimento foi realizado em quadruplicata para cada formulacdo. Todas as
amostras foram diluidas, 500uL de amostra em 500uL metanol para a passagem
no CLAE. A quantidade de farmaco liberada foi determinada por meio do método
analitico previamente validado no laboratério. O perfil de liberagdo dos farmacos a
partir das nanoparticulas foi analisado e comparado com a solu¢gao aquosa dos
farmacos por meio de métodos graficos relacionando-se a quantidade de farmaco
liberada (ug) em fungéo do tempo (h).

Para se determinar a quantidade de farmaco liberado que se difunde
através da membrana hidrofilica foi necessario realizar um calculo de acordo com
a seguinte equacéao:

Qrealt = Cmensurado X Vi +Va x Z ™1 Ca,

onde: Qreait € a quantidade liberada acumulada de farmaco no tempo t; Cmensurado €
a concentragdo mensurada do farmaco da coleta no tempo t; V: € o volume do
compartimento receptor da célula de difusédo; Va é o volume de amostra removido

na coleta; e C, é a concentracido de farmaco na amostra removida.

4.7. ANALISE DOS DADOS

Os experimentos foram realizados em triplicata e foram expressos como
média + desvio padrdo da média. A analise estatistica dos dados foi feita
utilizando o software Prisma, e a significancia estatistica foi fixada em p<0,05.



13

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma formulagdo inovadora para o
tratamento tépico da alopecia areata utilizando a nanoencapsulagao dos farmacos
minoxidil e betametasona. A utilizacdo de nanoparticulas de PCL possui diversas
vantagens na administracéo topica de farmacos, principalmente a capacidade de
liberacdo localizada nos foliculos pilossebaceos, local de acdo dos farmacos,
dessa forma reduzindo efeitos adversos. Outras vantagens sao a
biocompatibilidade, liberagdo controlada e facilidade de ajuste de suas
caracteristicas para diferentes formulagbes (AJIBOYE; TRIVEDI; MITCHELL,
2018).

5.1.ADAPTACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO
MINOXIDIL E BETAMETASONA

Foram construidas curvas analiticas para os farmacos (Figuras 6 e 7).
Considerando que os coeficientes de correlagdo linear (r) obtidos foram
superiores a 0,99, a linearidade das curvas esta de acordo com os padrdes
propostos pela ANVISA na RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, e o método pode

ser considerado linear.
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Figura 6: Representacao grafica da curva analitica obtida para o minoxidil por CLAE.
Concentragdes diluidas em metanol. Equagao da reta: y = 401136x + 2E+06 e coeficiente

de correlacao linear: r = 0,9875.
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Figura 7: Representagdo grafica da curva analitica obtida para a betametasona por
CLAE. Concentragbes diluidas em metanol. Equacado da reta: y = 3616,2x + 378,19 e
coeficiente de correlagao linear: r = 0,9999.
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5.2. SELETIVIDADE
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Figura 8: Cromatograma por CLAE comparando uma solugéo contaminada por metanol,
Estrato Corneo (EC), Foliculo Piloso (FP), Pele Remanescente (EP), fita (Scotch storage
packing tape long lasting 3M) e cola (SuperBonder) utilizada como branco (A), uma

solugdo de minoxidil 100 yg.mL™" (B) e uma solugdo de betametasona 100 ug.mL™" (C).

Na analise da seletividade, pensando em futuros ensaios de permeacéao
cutanea dos farmacos, os interferentes de pele suina, fita (Scotch storage packing
tape long lasting 3M) e cola (SuperBonder) ndo foram detectados no mesmo
tempo de retengdo dos farmacos (minoxidil: 2:30 minutos e betametasona: 9
minutos), dessa forma cumprindo os parametros para seletividade estabelecidos
pela ANVISA na RDC N° 166, de 24 de julho de 2017.

5.3.LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

Os LD e LQ foram calculados e sdo para o minoxidil, 0,00003 e 0,00009
ug.mL', e para betametasona 0,0005 e 0,002 ug.mL™', respectivamente. Dessa
maneira, o método analitico proposto é sensivel para a analise do minoxidil e da
betametasona nas formulagdes farmacéuticas, da mesma forma pode ser util para
determinar a cinética de liberacdo dos farmacos pela matriz polimérica em que

eles estao inseridos.
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5.4. OBTENGAO DE NANOPARTICULAS POR EVAPORAGCAO DE SOLVENTE

As nanoparticulas de PCL contendo o minoxidil e betametasona foram
preparadas seguindo a técnica evaporagdo de solvente, e foram caracterizadas
quanto a distribuicdo do didmetro hidrodinamico da particula e potencial zeta,

tamanho e eficiéncia de encapsulagao do farmaco.
5.5.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
5.5.1. DIAMETRO HIDRODINAMICO DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

A Tabela 1 mostra o didametro hidrodinamico médio (diametro
hidrodinamico), indice de polidispersédo (PDI) e potencial zeta das suspensbdes de
nanoparticulas vazias e preparadas usando-se a concentragao de 0,5% (m/m) do

farmaco minoxidil e 0,1% (m/m) do farmaco betametasona.

Tabela 1: Diametro hidrodinadmico (nm), PDI e potencial zeta das particulas (vazia, 0,5%

Minoxidil + 0,1% betametasona).

Diametro
Potencial Zeta
Particula hidrodinamico das PDI
. (-mV)
particulas (nm)
Vazia 324,3+29 0,04 £ 0,04 20,7 £ 0,52
Minoxidil 0,5% +
123,3+0,5 0,18 £ 0,01 32,1+2,88

betametasona 0,1%

O diadmetro hidrodinamico das nanoparticulas contendo o farmaco (123,3 +
0,5) foi menor que o tamanho das nanoparticulas vazias (324,3 + 2,9) (p<0,05). A
diminuigdo do tamanho da nanoparticula contendo os farmacos em relagdo a
nanoparticula vazia pode ter sido causada pela quantidade de tensoativo
necessaria para obter a dissolugdo completa dos farmacos na fase organica, 3
vezes a quantidade adicionada a fase aquosa, pois 0 aumento da propor¢ao de
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tensoativo causa a reducao do tamanho da particula (AMOABEDINY et al., 2018).

Segundo Pereira et.al (2018b) nanoparticulas com diametros proximos a
200 nm sao favoraveis para a liberacdo de farmacos no istmo do foliculo piloso, e
nanoparticulas lipidicas, encapsulando minoxidil, com um didametro de 190 nm
demonstraram uma melhor acumulagédo nas camadas da pele de porco em
relagcdo aos produtos comerciais.

Utilizando-se proporcdes de massa de 0,5% do farmaco minoxidil e 0,1%
do farmaco betametasona, obteve-se solugbes de aparéncia similar levemente

opacas e leitosas, conforme mostra a Figura 9.

/////////(

o

Figura 9: Nanopaticulas formadas, a esquerda (A) as nanoparticulas contendo o minoxidil

e a betametasona, a direita (B) as nanoparticulas vazias.

O PDI apresentado por todas as nanoparticulas foi proximo de 0,1,
mostrando estarem relativamente monodispersas. De maneira semelhante aos
nossos resultados, ZANETTI et al. (2019), seguindo a mesma metodologia,
obtiveram nanoparticulas de PCL com valores de PDI abaixo de 0,2 indicando
boa homogeneidade da distribuicdo de tamanho das particulas.

Todas as particulas apresentaram valores de potencial zeta acima de 20
mV em mddulo. No entanto as nanoparticulas contendo os farmacos
apresentaram uma carga mais negativa (-32,1 + 2,88 mV) em comparagao as
nanoparticulas vazias (-20,7 + 0,52 mV), o aumento da carga negativa ocorreu
devido a presenga da betametasona (HUANG et al., 2003), ela contribui com a
carga negativa pelo mecanismo de adsorgao idnica (KAYES, 1977). As cargas



18

superficiais negativas apresentadas pelas nanoparticulas sdo devido a
contribuigdo do PCL devido aos grupos carboxila terminais nas cadeias de
polimero (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2011). Valores de potencial
zeta mais distantes de zero indicam maior estabilidade devido a repulsdo
eletrostatica (GALINDO-PEREZ et al, 2018), o que é o caso dessas

nanoparticulas.

5.5.2. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacéo foi determinada avaliando-se a quantidade de
farmaco interagindo com as nanoparticulas, seja em seu interior ou conectado a
sua superficie. A Tabela 2 apresenta os valores encontrados de eficiéncia de
encapsulagao do minoxidil e da betametasona. O valor de eficiéncia foi de 87,42%
para o minoxidil e de 100% para betametasona, mostrando que ambos os
farmacos s&o encapsulados simultaneamente. Os valores obtidos foram similares
aos encontrados por GALINDO-PEREZ et al. (2018) que separadamente
obtiveram 85% de eficiéncia para betacaroteno e 92,29% para 6leo de liméao,
moléculas lipofilicas, também pelo método de miniemulsificagdo/evaporagao de

solvente.

Tabela 2: Eficiéncia de encapsulagao dos farmacos em porcentagem (%)

Eficiéncia de

farmaco
Encapsulacao (%)
minoxidil 87,42 + 0,31
betametasona 100

Diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de farmaco
associada aos sistemas nanoestruturados, como as caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco, pH do meio, log de P, caracteristicas da superficie da
particula ou a natureza do polimero e a quantidade de farmaco adicionada.
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Portanto a caracteristica de compatibilidade entre PCL e farmacos lipofilicos e a
quantidade de farmaco adicionado, entre outras coisas, pode explicar os
resultados de eficiéncia de encapsulagao obtidos (SCHAFFAZICK et al., 2003)

5.6.LIBERAGCAO IN VITRO DA BETAMETASONA E MINOXIDIL A PARTIR DAS
NANOPARTICULAS

LIBERAGAO BETAMETASONA
90
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Figura 10: Representacao grafica dos perfis de liberagao (porcentagem da massa do
farmaco liberada ao longo do tempo), comparando uma solugéo contendo o farmaco livre

(Sol) e as nanoparticulas contendo betametasona. p<0,05
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Figura 11: Representacao grafica dos perfis de liberagdo (porcentagem da massa do
farmaco liberada ao longo do tempo), comparando uma solugéo contendo o farmaco livre

(Sol) e as nanoparticulas contendo minoxidil. p<0,05
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O experimento demonstrou que as nanoparticulas de PCL foram capazes
de controlar o perfil de liberagdo dos farmacos (Figuras 10 e 11) de forma
significativa (p<0,05) em relagdo aos mesmos farmacos livres em solugdo.
Também foi observado que a taxa de liberacdo do minoxidil e da betametasona
foi similar devido a alta eficiéncia de encapsulagdo destes. O controle exercido
pela nanoparticula na liberagdo pode ser explicado pelo fato de que PCL € um
polimero biodegradavel de degradagéo lenta, dessa forma como os farmacos
estdo presos a nanoparticula de PCL eles s6 sdo capazes de serem liberados
apos a degradacéo da nanoparticula, assim controlando a taxa de liberagdo dos
farmacos (AJIBOYE; TRIVEDI; MITCHELL, 2018)

6. CONCLUSAO

As nanoparticulas de PCL desenvolvidas foram capazes de encapsular
tanto o minoxidil quanto a betametasona e apresentaram caracteristicas de
tamanho, potencial zeta e composi¢cao que conferiram a elas liberagéo controlada
dos farmacos e direcionamento seletivo ao foliculo piloso, de forma que tiveram a
capacidade de prolongar o tempo de liberagdo dos farmacos no local de agéo
especifico. Dessa forma, as nanoparticulas contendo minoxidil e betametasona
aparentam ser uma opg¢ao viavel para o tratamento topico de alopecia areata.
Estudos de permeacdo e penetragdo cutdanea dos farmacos deverdo ser
conduzidos posteriormente pelo grupo de pesquisa para confirmar o potencial do

sistema em direcionar a liberagao dos farmacos para os foliculos pilosos.
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