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RESUMO

O tratamento topico usualmente empregado para o combate a queda de cabelos ¢ a aplicagao
diaria de lo¢do de minoxidil (MX) (2 a 5%) diretamente no couro cabeludo. Entretanto,
prurido, ressecamento, descamacao do couro cabeludo e dermatite de contato sdo efeitos
adversos ocasionados pela presenca de propilenoglicol e etanol, constituintes da solugao
topica de MX. O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar sistemas
microemulsionados contendo MX em concentragdes iguais e superiores as disponiveis em
mercado, livres de etanol e propilenoglicol. A selecao da fase oleosa para compor os sistemas
microemulsionados ocorreu mediante a quantificagdo do minoxidil solubilizado em cada 6leo,
por espectrofotometria UV-vis. Para a selegdo do tensoativo, cotensoativo ¢ da razao
cotensoativo/tensoativo (C/T) foi necessaria a construg¢do de diagramas de fases
pseudoterndrios, pelo método de titulacdo. Na selegdo do diagrama e dos pontos para o
preparo das formulagdes foi priorizada a obten¢do de sistemas do tipo 6leo em agua (O/A)
com quantidades de tensoativo/cotensoativo mais baixas possiveis. Outro fator determinante
foi a quantidade de MX incorporada. Cada formulagdo foi preparada pela adicio do MX em
p6 a microemulsao (ME). Todas as formulagdes foram caracterizadas quanto tamanho de
goticula, indice de polidispersdo (PDI), transmitancia, pH, potencial zeta, indice de refragao
(IR), condutividade, viscosidade e quantidade de farmaco incorporada. O acido oleico foi a
fase oleosa que apresentou a maior quantidade de MX solubilizado (211 + 3,57 mg/mL)
sendo, por este motivo, escolhido para a construcao dos diagramas de fases pseudoternarios.
Apbs a construgdo e analise dos diagramas, o tensoativo Tween® 20 juntamente com o
cotensoativo 1,2-hexanediol foram selecionados, na razdo C/T 1:1. Ao total, seis formulagdes
foram preparadas contendo 2, 5, 8, 9 e 10% de MX. O tamanho de goticula nestas
formulagdes variou de 25,33 a 151,63 nm. O PDI, de 0,256 a 0,398, indicando que a
distribuicao de goticulas ¢ monodispersa. A transmitancia variou entre 96,8 ¢ 99,6%, e o
indice de refragdo, de 1,403 a 1,4551, evidenciando a natureza transparente destas
formulacdes. O pH medido ficou entre 5,3 e 5,89, compativel com o pH do couro cabeludo e
o de estabilidade do MX. As MEs exibiram fluxo newtoniano com média de viscosidade
baixa, entre 23,27 a 95,16 cP, caracteristica destes sistemas. O uso de um tensoativo nao-
i6nico resultou em um potencial zeta proximo de zero (-1,08 a 0,023). Considerando que as
MEs foram obtidas com o uso de um tensoativo predominantemente hidrofilico e teor de dgua
superior ao de oleo, todas as formula¢des desenvolvidas foram consideradas do tipo agua em
6leo (A/O) (condutividade 29,8 a 91,8 uS/cm). O teor de farmaco nas formulagdes variou de
96,10 a 101,31%, confirmando que o MX acrescido a cada formulagdo foi efetivamente
solubilizado pelo sistema microemulsionado. A quantidade de farmaco doseada nas
formulagoes foi de 20,80 a 100,44 mg/mL, o que equivale, respectivamente, ao valor nominal
de 2 e 5%, que ¢ a concentragdo de minoxidil encontrada nas formulagdes comerciais, e
superiores, 8 a 10%. Gracas a veiculacdo do MX no 4cido oleico, a retirada do propilenoglicol
e etanol foi possivel. O desenvolvimento de formulagdes sem estes adjuvantes sdo de suma
importancia para a adesdo de pacientes que abandonam o tratamento em decorréncia do
surgimento de reagdes adversas a estes constituintes.

Palavras chave: minoxidil, microemulsao, propilenoglicol, etanol, dermatite de contato.
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ABSTRACT

The topical treatment usually used to combat hair loss is the daily application of minoxidil
lotion (MX) (2 to 5%) directly to the scalp. However, pruritus, dryness, scaling of the scalp
and contact dermatitis are adverse effects caused by the presence of propylene glycol and
ethanol, constituents of the topical MX solution. The objective of this study was to develop
and characterize microemulsion systems containing MX in concentrations equal and superior
to those available in the market, free of ethanol and propylene glycol. The selection of the oil
phase to compose the microemulsion systems occurred by quantifying the solubilized
minoxidil in each oil by UV-vis spectrophotometry. For the selection of the surfactant,
cosurfactant and the cosurfactant / surfactant ratio (C / T), it was necessary to construct
pseudoternary phase diagrams by the titration method. In the selection of the diagram and the
points for the preparation of the formulations, it was prioritized to obtain oil-in-water (O / W)
type systems with the lowest possible surfactant / cosurfactant amounts. Another determining
factor was the amount of MX incorporated. Each formulation was prepared by adding
powdered MX to the microemulsion (ME). All formulations were characterized as droplet
size, polydispersity index (PDI), transmittance, pH, zeta potential, refractive index (IR),
conductivity, viscosity and amount of drug incorporated. The oleic acid was the oil phase that
presented the highest amount of solubilized MX (211 + 3.57 mg / mL) and was therefore
chosen for the construction of the pseudoternary phase diagrams. After the construction and
analysis of the diagrams, the Tween® 20 surfactant together with the 1,2-hexanediol co-
surfactant were selected in the 1: 1 C / T ratio. In total, six formulations were prepared
containing 2, 5, 8, 9 and 10% MX. The droplet size in these formulations ranged from 25.33
to 151.63 nm. The PDI is 0.256 to 0.398, indicating that the droplet distribution is
monodisperse. The transmittance varied between 96.8 and 99.6%, and the refractive index,
from 1.403 to 1.4551, evidencing the transparent nature of these formulations. The measured
pH was between 5.3 and 5.89, compatible with the pH of the scalp and the stability of the
MX. The MEs exhibited Newtonian flow with low viscosity average, between 23.27 and
95.16 cP, characteristic of these systems. The use of a nonionic surfactant resulted in a zeta
potential near zero (-1.08 to 0.023). Considering that the MEs were obtained with the use of a
predominantly hydrophilic surfactant and water content higher than that of oil, all developed
formulations were considered as water in oil (A / O) (conductivity 29.8 to 91.8 uS / Cm). The
drug content in the formulations ranged from 96.10 to 101.31%, confirming that the MX
added to each formulation was effectively solubilized by the microemulsified system. The
amount of drug dosed in the formulations was 20.80 to 100.44 mg / mL, which is equivalent
respectively to the nominal value of 2 and 5%, which is the concentration of minoxidil found
in the commercial formulations, and higher, To 10%. Thanks to the introduction of MX in
oleic acid, the removal of propylene glycol and ethanol was possible. The development of
formulations without these adjuvants are of great importance for the adhesion of patients who
abandon treatment due to the appearance of adverse reactions to these constituents.

Key words: minoxidil, microemulsion, propylene glycol, ethanol, contact dermatitis.
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1 INTRODUCAO

O termo alopecia ¢ proveniente da palavra grega alopekia, que significa cabelos
caindo (ROSA; SOARES; BARROS, 2007). A queda de cabelo estd dentre as causas mais
frequentes de visita ao dermatologista, especialmente em adultos jovens (KADUNC et al.,
2003). Nao ha dados epidemiologicos que incluam todos os tipos de alopecia (ROSA;
SOARES; BARROS, 2007).

O cabelo contribui com algumas fungdes bioldgicas uteis, incluindo protecao do couro
cabeludo, face e pescogo contra radiacao ultravioleta solar, redu¢ao da perda de calor pelo
couro cabeludo e percepcao tatil (WOLFF; JOHNSON; SAAVEDRA, 2015).

Apesar de a alopecia ter poucos efeitos fisicos nocivos, o cabelo contribui para a
percepcao psicologica da beleza, atratividade e identidade feminina, portanto, sua perda pode
acarretar consequéncias psicoldgicas, incluindo altos niveis de ansiedade, depressdo, fobia
social e paranoia (KOO et al., 1994; MCGARVEY et al., 2001; HUNT; MCHALE, 2005;
WOLFF; JOHNSON; SAAVEDRA, 2015).

As causas mais frequentes de queda de cabelo em pacientes pediatricos incluem tinea
capitis, alopecia areata, alopecia por tracdo e tricotilomania, enquanto que na populacao
adulta, as formas mais comuns s3o a alopecia androgenética e a alopecia areata (PHILLIPS;
SMITH; STORER, 1986).

O MX ¢ um farmaco de uso oral que foi desenvolvido para o tratamento de pacientes
com hipertensdo grave (ROGERS; AVRAM, 2008). A inducao de hipertricose decorrente do
seu uso levou, em 1980, ao desenvolvimento de uma formulagdo destinada a aplicagao topica
no couro cabeludo para o combate & queda dos cabelos. Em 1984, o MX por via topica
comecou a ser utilizado para o tratamento da alopecia androgenética (PURNAK; SENEL,;
SAHIN, 2011). O uso de MX por via topica também mostrou surtir efeito no tratamento da
alopecia areata, induzida por quimioterapia, por tracdo e do eflavio telogeno (FIEDLER-
WEISS, 1987; ROGERS; AVRAM, 2008).

Para administracao topica, 0 MX pode ser encontrado em formulacdes liquidas ou de
espuma, pelo nome comercial Regaine®, Rogaine®, Kirkland® e Foligan P5®, nas
concentragdes de 2% e 5%, para aplicacdo no couro cabeludo seco (PURNAK; SENEL,;
SAHIN, 2011; SCHACHNER; HANSEN, 2011).

A férmula liquida é composta por agua, alcool e propilenoglicol (PURNAK; SENEL;

SAHIN, 2011). A absor¢ao sistémica apds a aplicacdo topica do farmaco ¢ minima
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(FIEDLER-WEISS, 1987), porém o uso de propilenoglicol e etanol, necessarios para
promover a solubilizacdo do minoxidil e melhorar a permeacdo cutanea, podem gerar efeitos
adversos como prurido, ressecamento, irritacdo, descamacao do couro cabeludo e dermatite de
contato (TATA; WEINER; FLYNN, 1994; FRIEDMAN et al., 2002; LACHENMEIER;
2008; PURNAK; SENEL; SAHIN, 2011; SHATALEBI; RAFIEIL 2014).

A presenga de propilenoglicol em uma formulagdo pode exacerbar a resposta
inflamatoria j& presente na pele (ACTON, 2013). Nestes casos, a formulagdo em espuma ¢
uma alternativa, por nao conter propilenoglicol (PURNAK; SENEL; SAHIN, 2011).

Ja as formulagdes contendo etanol tem como desvantagem a tendéncia deste
componente evaporar apos aplicagdo na pele. Quando isto acontece, o MX retorna a forma
cristalina insoluvel, e sua absor¢do pela pele fica prejudicada (BALAKRISHNAN et
al.,2009).

Visando minimizar os efeitos adversos destas formulagdes ¢ a melhora da eficacia
terapéutica, novas formulacdes para veiculagdo do MX, livres de solventes organicos e
propilenoglicol, vém sendo desenvolvidas, dentre elas lipossomas (MURA et al., 2007),
niossomas (BALAKRISHNAN et al.,2009), géis (LOPEDOTA, et al.,2015) e nanoparticulas
(PADOIS ef al.,2011). A quantidade maxima de MX adicionada a cada sistema citado foi de,
respectivamente, 33,1 mg/mL, 48,76 mg/mL, 5% e 5%.

Ap6s o sucesso de Sandimmune Neoral ® (Ciclosporina A), Fortovase ® (Saquinavir),
Norvir ® (Ritonavir), sistemas microemulsionados t€ém sido alvo de grande interesse da
industria farmacéutica. Algumas vantagens como estabilidade termodinamica, capacidade de
aumentar a solubilizagdo e a biodisponibilidade de farmacos lipofilicos, baixa viscosidade,
possibilidade de esterilizagdo, facilidade de preparo, capacidade de potencializar a permeagao
topica e a possibilidade de incorporacdo de altas concentracdes do farmaco fazem das
microemulsdes interessantes sistemas de veiculacdo (SOLANS; KUNIEDA, 1997; PEIRA;
SCOLARI; GASGO, 2001; DATE; NAGARSENKER, 2008).

O desenvolvimento de microemulsdes contendo MX foram descritas por Jaipakdee et
al. (2016) e Sakr et al. (2013), ambas contendo na sua composi¢ao propilenoglicol e etanol. A
quantidade maxima de MX incorporada no primeiro estudo foi de 36 mg/ mL, e no segundo,
5%.

Em virtude dos efeitos adversos ocasionados pelo uso do propilenoglicol e etanol
presentes na solucdo de MX e, tendo em vista as vantagens relacionadas aos sistemas

microemulsionados, este trabalho se propos a substituir o uso de ambos os adjuvantes de
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solubilizacdo, veiculando o0 MX em um sistema microemulsionado e incorporar neste sistema

uma quantidade de farmaco superior a concentragdo disponivel comercialmente.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo capilar

O cabelo, originado do foliculo capilar (Figura 1), ¢ um anexo da pele constituido por
raiz ¢ haste (UNDCP, 2001; NELIGAN; GURTNER, 2013). A raiz juntamente com a papila
dérmica, compdem o bulbo capilar. A papila dérmica € rica em capilares que fornecem
nutrientes e oxigénio para as células do foliculo capilar, enquanto que o conjunto de células
que compde a raiz do cabelo, denominadas células matriciais, por meio da proliferacdo por
divisdes mitdticas, € responsavel pelo alongamento ou crescimento do fio (KRSTIC, 1991;

GARTNER; HIATT, 2007).

Figura 1 — Esquematizacdo de um corte longitudinal de um foliculo capilar.
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A formacdo capilar ¢ um fenomeno ciclico resultante de sucessivos periodos de
crescimento, involu¢do e queda dos fios (PATTERSON, 2016).

Em um individuo normal, cerca de 85 a 90% dos fios do couro cabeludo estao na fase
ativa de crescimento do cabelo, ou fase andgena, (Figura 2) que ¢ a caracterizada pela
proliferagao das células da matriz, levando ao desenvolvimento e crescimento da haste
capilar, a qual tem seu comprimento diretamente proporcional a duracdo desta fase, que
costuma ser de 2 a 5 anos (KAMINER et al, 2009; NELIGAN; GURTNER, 2013;
PATTERSON, 2016).

Apbs o termino do crescimento da haste capilar, os foliculos entram na fase catagena
(BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2015). Nesta etapa, a atividade mitotica da matriz
germinal cessa e ocorre a condensagdo da base do pelo, que adquire forma de bastdo. Em
seguida, este se move ao nivel do musculo eretor do pelo e o segmento inferior inteiro do
foliculo degenera. A papila dérmica também ascende e permanece junto da base do foliculo
encurtado e seu pelo em bastdo incluso, uma situagdao que persiste durante a fase de repouso
ou telogena (STANDRING, 2011). Esta fase dura de 2 a 3 semanas (NELIGAN; GURTNER,
2013).

Na fase telogena, os foliculos presentes na derme superficial encontram-se em estado de
repouso. Esta fase tem duragdo aproximada de 3 meses e corresponde a 10% dos fios
presentes no couro cabeludo. Quando, a haste se desprende (queda do fio), o ciclo se reinicia

novamente (KADUNC et al., 2003; NELIGAN; GURTNER, 2013; PARKER; PICUT, 2016).

Figura 2 - Estagios do ciclo de crescimento capilar.
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Fonte: http://www.extratosdaterra.com.br/terapiacapilar/terapia-capilar/profissionais-habilitados/fases-do-cabelo/
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2.2 Alopecia

O termo alopecia define a auséncia de crescimento de cabelo ou pelos em areas da pele
nas quais ¢ usualmente presente (ALONSO et al, 2014), ou, ainda, afec¢ao dos fios que
ocasiona perda parcial ou total de cabelos ou pelos (BARROS, 2009).

A alopecia possui origens diversas, podendo ser congénita, senil, prematura ou
relacionada a problemas sistémicos (BARROS, 2009). Pode ser classificada em cicatricial e
nao cicatricial (Figura 3). A alopecia cicatricial inclui um grupo de condi¢des caracterizadas
por perda capilar irreversivel devido a destrui¢do do foliculo capilar. Apresentam evidéncias
de destruicdo tecidual, como inflamacdo, atrofia e fibrose evidentes. E uma condigio
permanente, assim ndo pode ser revertida por tratamento (GORDON; TOSTI, 2011;
KATSAMBAS et al., 2015; WOLFF; JOHNSON; SAAVEDRA, 2015). J4 na alopecia nao
cicatricial, a perda de fios ¢ frequentemente reversivel, pois o bulbo capilar ainda esta vivo e,
com tratamento efetivo, os foliculos sdo capazes de se regenerar (SPERLING; LUPTON,
1995; FILBRANDT et al., 2013). Pode ser causada por fatores relacionados a alteragdes no
ciclo de crescimento capilar, anormalidades estruturais nos fios e traumas (SCHACHNER;
HANSEN, 2011). Os tipos mais comuns de alopecia ndo cicatricial incluem a alopecia
androgenética, alopecia areata, eflavio telogeno, tricotilomania, alopecia de tragdo e tinea
capitis (SPRINGER; BROWN; STULBERG, 2003).

A alopecia androgenética, mais comumente conhecida como calvicie, ¢ a forma mais
comum de perda de cabelo em homens e mulheres, como demonstrado por RHODES e
colaboradores, em 1998, pode afetar 16% dos homens com idade de 18 a 29 anos e 53% dos
homens com idade de 40 a 49 anos; podendo atingir 80% dos homens caucasianos até os 70
anos (BOLOGNIA et al., 2014). Nas mulheres com idade inferior a 50 anos e aos 70 anos ou
mais, a prevaléncia relatada é de 6% e 40%, respectivamente (NORWOOD, 2001). E
caracterizada por perda progressiva de didmetro, comprimento ¢ pigmentagao capilar. Este
processo ocorre em foliculos do couro cabeludo suscetiveis a di-hidrotestosterona (produto da
conversao da testosterona pela So-redutase). Ao se ligar ao receptor androgénico, a di-
hidrotestosterona resulta na ativagao de genes responsaveis pela gradual miniaturizagcao dos
foliculos (PRICE, 1999; GORDON; TOSTI, 2011). O tratamento aprovado pelo oOrgao
governamental “Food and Drug Administration” (FDA) para este tipo de alopecia ¢ minoxidil,
por via topica, e finasterida (1 mg/dia), por via oral (OTBERG; FINNER; SHAPIRO, 2007,
ROGERS; AVRAM, 2008).



Figura 3 - Organograma da classificagdo geral das alopecias.
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A alopecia areata ¢ uma condicdo comum em todas as idades, com 11% até 20% dos
casos reportados antes dos 16 anos (SCHACHNER; HANSEN, 2011). Entre 1971 ¢ 1974, a
prevaléncia da alopecia areata, nos Estados Unidos, reportada pela “National Helth and
Nutrition Examination Survey” (NHAES-1), variou de 0,1% a 0,2% da populagdo (SAFAVI,
1992). E uma doenca autoimune em que os fios que estdo em fase de crescimento (ou fase
anagena), sdo conduzidos prematuramente a involucao (fase catagena), resultando na distrofia
e miniaturizagdo capilar. Neste tipo de alopecia, os foliculos ndo sdo destruidos pelo processo
inflamatério, uma vez que cessada a inflamacdo, os fios voltam a crescer novamente
(HARRIES et al., 2010). Nas formas mais graves, o quadro pode se distribuir para todo o
couro cabeludo (alopecia totalis) ou todos os pelos e cabelos do corpo (alopecia universalis)
(KATIKANENI et al., 2013; PRICE, 1999). O tratamento para a alopecia areata inclui uso de
minoxidil, ditranol e corticosteroides (PRICE, 1999; MacDONALD HULL et al., 2003;
WASSERMAN et al., 2007, ROGERS; AVRAM, 2008; SHAPIRO, 2013).

O eflavio telogeno ¢ uma condicdo na qual um numero significante de foliculos
capilares presentes na fase andgena sdo conduzidos, por algum estimulo, a parar
prematuramente seu crescimento e entrar na fase catdgena e, depois, na fase teldogena
(MALKUD, 2015; ROSA; SOARES; BARROS, 2007). Normalmente, somente 5 a 10% dos
foliculos estdo na fase teldgena, porém, o evento estressor induz cerca de 20 a 50% dos
foliculos capilares a entrarem e permanecerem na fase telogena (QI; GARZA, 2014). O
eflavio telogeno pode possuir inimeros fatores desencadeantes, incluindo febre alta,
hospitalizagdo, cirurgia, hemorragia, mudancas de medicacdo, metais pesados, estresse
emocional, desordens da tircoide, deficiéncia de ferro, uso de certas medicagoes
(anticonvulsivantes, anticoagulantes, etc.), entre outros (GROVER; KHURANA, 2013). O
tratamento do eflavio telogeno agudo ¢ direcionado ao seu fator desencadeante, ao passo que
o cronico, que ¢ comum em mulheres entre 30 a 50 anos, emprega-se solugdo de minoxidil a
5% (SCHACHNER; HANSEN, 2011; HABIF 2010 apud QI; GARZA, 2014; OTBERG;
SHAPIRO 2012 apud QI; GARZA, 2014; MALKUD, 2015).

A tricotilomania ¢ um termo aplicado para descrever um transtorno caracterizado pelo
habito impulsivo de puxar os cabelos (QI; GARZA, 2014). E a forma mais comum de
alopecia na infancia (SPRINGER; BROWN; STULBERG, 2003). Por ser um transtorno
psicoldgico, seu tratamento de primeira escolha ¢ o emprego do antidepressivo clomipramina
(BOLOGNIA; JORIZZO; SCHAFFER, 2015).

A tinea capitis ¢ uma infeccao causada por fungos dermatofitos (usualmente espécies

do género Microsporum e Trichophyton) presentes nos foliculos capilares do couro cabeludo
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e na pele circundante (HIGGINS; FULLER; SMITH, 2000). Usualmente ocorrem em
pacientes na pré-adolescéncia (SPRINGER; BROWN; STULBERG, 2003). O tratamento da
tinea capitis tem por base o uso oral de antifungicos como griseofulvina, terbinafina e
itraconazol (HIGGINS; FULLER; SMITH, 2000).

Por ultimo, a alopecia de tracdo, como o proprio nome ja diz, ¢ uma alopecia associada
a tragdo ndo intencional dos fios na realizacdo de certos tipos de penteado, por exemplo,
trangas e rabo de cavalo (SPRINGER; BROWN; STULBERG, 2003). Casos de alopecia por
tracdo sdo comuns na raca africana, acometendo 17,1% de meninas e jovens em fase escolar
(6-21 anos) e 31,7% de mulheres (18-86 anos) (SCHACHNER; HANSEN, 2011). O
tratamento deste tipo de alopecia tem por base mudangas no estilo do penteado, que, caso nao
acontega, pode resultar no quadro de alopecia cicatricial (SPRINGER; BROWN;
STULBERG, 2003). O uso de minoxidil a 2% tem sido reportado (SCHACHNER; HANSEN,
2011).

2.3 Minoxidil

Descoberto em 1965, ¢ um anti-hipertensivo, da classe dos vasodilatadores,
administrado oralmente para o tratamento de pacientes com hipertensdo grave que nao
respondem a outras medicagdes anti-hipertensivas, especialmente em homens com
insuficiéncia renal. O minoxidil ¢ um pro-fArmaco que, pela acdo das sulfotransferases, ¢
metabolizado na sua forma ativa, sulfato de minoxidil (Figura 4) (ANDERSON;
KUDLACEK; CLEMENS, 1998; ARCHER; RUSCH, 2001; BRUNTON et al, 2010;
BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). O sulfato de minoxidil leva a ativagao do
canal de K" modulado pelo ATP no musculo liso, ocasionando a hiperpolarizagio e
relaxamento do musculo liso arteriolar. O minoxidil provoca vasodilatacdo arteriolar
praticamente sem nenhum efeito sobre os vasos de capacitincia. Apesar de extremamente
eficaz, seu uso ¢ limitado devido alguns efeitos adversos que podem ser graves, como
retencdo de liquido e sal, efeitos cardiovasculares e hipertricose (BRUNTON et al., 2010), e
foi exatamente a observacao deste ultimo efeito adverso que estimulou seu uso topico no

tratamento de alguns tipos de calvicie.
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Figura 4 - Estrutura quimica do minoxidil (3-6xido-2,4-diamino-6-piperidinopirimidina).
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Fonte: ANDERSON; KUDLACEK; CLEMENS, 1998.

O crescimento capilar decorrente do uso da formulagdo topica contendo o farmaco ¢
usualmente observado apds dois meses do uso topico, e cessa quando o tratamento ¢
interrompido (OLSEN; WEINER, 1987; SCHACHNER; HANSEN, 2011). A queda dos fios
adquiridos ocorre entre 4 a 6 meses apods a suspensdo da administragdo e o couro cabeludo
retorna ao status de pré-tratamento (OLSEN; WEINER, 1987; TOSTI; CAMACHO-
MARTINEZ; DAWBER, 1999).

Os mecanismos pelos quais o minoxidil estimula o crescimento capilar ndo sdo claros,
mas o farmaco parece atuar prolongando a duragdo da fase anagena, ao atrasar a fase
catagena, e aumentando o tamanho do foliculo capilar. Algumas evidéncias relacionam que o
crescimento de cabelos esté ligado a abertura dos canais de potassio pelo sulfato de minoxidil.
Outras associam ao estimulo do fluxo sanguineo no couro cabeludo, aumentando a nutrigcao
do bulbo e fortalecimento do fio (WESTER ez al., 1984; MESSENGER; RUNDEGREN,
2004; DAVIES et al. 2005; SHORTER et al., 2008; TRUEB; LEE, 2014).

2.4 Sistemas emulsionados
A palavra emulsdo deriva do verbo latino emulgeo, que significa mungir, aplicando-se,

de um modo geral, a todas as preparagdes de aspecto leitoso com as caracteristicas de um

sistema disperso de duas fases liquidas (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1992). Sistemas
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emulsionados ou emulsificados podem ser classificados de acordo com sua estabilidade
termodindmica e tamanho de goticulas (MISHRA, 2016).

Macroemulsdes (ou simplesmente emulsdes) sdo sistemas bifasicos definidos como
uma mistura de dois liquidos imisciveis, onde uma fase encontra-se dispersa no interior de
outra na forma de goticulas, usualmente polidispersas com didmetro entre 1 a 100 um, cuja
interface gerada ¢ estabilizada pela presenga de um agente emulsificante (JAISWAL;
DUDHE; SHARMA, 2015; MISHRA, 2016). Sdo opticamente turvas ¢ podem somente ser
obtidas pela mistura mecanica e, geralmente, sob aquecimento, para a fusdo de alguns dos
seus componentes (BAGWE et al, 2001). Além disso, sdo sistemas metaestaveis, ou seja,
estaveis por longo periodo de tempo, mas termodinamicamente instdveis e que tendem a
separagdo de fases (BAGWE et al, 2001; MISHRA, 2016). Os principais mecanismos de
desestabilizacdo destes sistemas sdo a floculagcdo, cremacdo e a coalescéncia (MISHRA,
2016) (Figura 5).

A cremagdo ou cremagem ¢ um fendmeno no qual a fase dispersa pode subir até a
superficie ou sedimentar por influéncia da gravidade, formando um creme sob repouso, em
virtude de diferengas de densidade entre a fases dispersa e dispersante (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001; AULTON, 2005).

A floculacao ocorre quando as goticulas da fase dispersa formam aglomerados frouxos
resultante das forgas atrativas de London-van der Waals (AULTON, 2005).

A coalescéncia, por sua vez, ¢ caracterizada por um processo de crescimento de
goticulas ocasionado pela fusdo de duas ou mais goticulas (TADROS, 2016), gerando
goticulas cada vez maiores até evoluir para a completa separacao entre as fases aquosa e

oleosa.
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Figura 5 - Fenomenos de instabilidade.
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Nanoemulsoes, por sua vez, sdo emulsdes cujas goticulas possuem diametro médio na
escala nanométrica, entre 20 a 600 nm (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015). Apesar de
termodinamicamente instaveis, sdo sistemas cineticamente estaveis frente a floculagdo e a
cremagdo, uma vez que o didmetro diminuto das goticulas diminui a frequéncia de choque
entre elas, permitindo ao sistema manter-se disperso. A matura¢do de Ostwald ¢ o principal
mecanismo de instabilidade destes sistemas, por isso, as moléculas da fase dispersa devem ser
essencialmente insoliveis na fase continua para evitar tal fenomeno. O processo de
emulsificagdo ocorre mediante a adi¢do de energia por meio de métodos de baixa energia
(temperatura de inversdo de fases e emulsificacio espontinea) ou de alta energia
(homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores e ultrassom) (JAISWAL; DUDHE;
SHARMA, 2015). Comparada as microemulsdes, menor quantidade de tensoativos ¢
requerida para seu preparo (ABOOFAZELI, 2010).

Sob certas condigdes, as goticulas de 6leo em uma emulsdo podem se tornar pequenas
ao ponto de ndo refratarem a luz, formando dispersdes transparentes denominadas
microemulsdes (BAGWE et al., 2001). Microemulsdes sdo sistemas transparentes e
isotropicos, que possuem baixa viscosidade e estabilidade termodinamica. Sao formados por

agua, 6leo e tensoativo, e podem requerer a adicdo de cotensoativos como alcoois, amidas e
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sulfoxidos para uma apropriada fluidez ou viscosidade da interface (BAGWE et al., 2001;
TALEGAONKAR et al., 2008). Geralmente apresentam goticulas de tamanho inferior a 100
nm e, ao contrario das nanoemulsdes que requerem adi¢do de energia para seu preparo, estes
sistemas, por possuirem estabilidade termodinamica, geralmente formam-se espontaneamente,
desde que os componentes sejam misturados em propor¢des adequadas (BAGWE et al,
2001, MASON, et al., 2006).

O Quadro 1 lista as principais diferengcas entre emulsdes, nanoemulsdes e

microemulsdes.

Quadro 1 - Diferencas entre os sistemas de libera¢ao de farmacos emulsionados.

Parametro Emulsao Nanoemulsao Microemulsao
Tipo de dispersao Grosseira Coloidal Coloidal
Tamanho da fase interna 1a100 pm 20 a 600 nm <100 nm
Estabilidade termodinamica Instavel Instavel Estavel
Formacgao Requer energia  Requer energia Espontanea

Quantidade  de  tensoativo . .
. . Baixa Média Alta
requerida para a estabilizacao

Caracteristicas visuais

Fluida/
Consisténcia o Fluida Fluida
semissolida
Turbidez Leitoso Pode variar Transparente

Fonte: BAGWE et al., 2001; LOPES, 2014 (adaptado); JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015.

2.4.1 Microemulsoes

As microemulsdes foram descritas pela primeira vez, por Hoar e Schulman em 1943,
como uma dispersdo transparente, obtida pela titulacdo de uma emulsido leitosa, composta por
fase oleosa, agua e tensoativo i6nico, com um alcool de cadeia média. Os autores acreditavam
que em torno da fase dispersa havia uma monocamada composta pelo tensoativo idnico
(sabao soluvel na agua) intercaladas pelo cotensoativo, uma molécula anfipatica nao ionizada

(HOAR; SCHULMAN,1943).
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Mais tarde, Bowcott ¢ Schulman (1955) afirmaram que este complexo, formado pelo
sabdo soluvel na 4gua e uma molécula anfipatica soluvel no 6leo na interface entre a fase
oleosa e aquosa, era responsavel por baixar a tensdo interfacial entre as duas fases ao ponto da
emulsificagdo espontanea acontecer e, consequentemente, responsavel pela alta estabilidade
do sistema. A interposicdo do tensoativo entre as fases produzia energia livre negativa
necessaria para estabilizar o sistema microemulsionado com maior 4rea interfacial

(SCHULMAN; MONTAGNE, 1961).

2.4.1.1 Componentes

Um grande numero de constituintes estd disponivel para uso em microemulsdes,
porém na escolha dos componentes que fardo parte de formulagdes farmacéuticas, deve-se
optar por aqueles que possuam baixa toxicidade, que sejam biocompativeis e clinicamente
aceitaveis (MISHRA, 2016).

A selecdo dos componentes para solubilizacdo e liberagdo do fdrmaco depende do

conhecimento acerca do comportamento do firmaco no sistema de liberagdo e in vivo

(BAGWE et al., 2001).

2.4.1.1.1 Tensoativos

Tensoativos sao moléculas anfifilicas compostas por uma parte soluvel em solventes
polares que ¢ hidrofilica e uma parte insoltivel em solventes polares que ¢ hidrofobica. A
parte polar do tensoativo ¢ referida como cabega, e a parte apolar como cauda, esta
caracteristica confere a capacidade dos tensoativos de se adsorver nas superficies e interfaces

(Figura 6) (MISHRA, 2016).

Figura 6- Estrutura molecular basica de uma molécula de tensoativo.

“Cabega” “Cauda”
\_Q_/\ J
Y
Parte . -
hidrofilica Parte hidrofobica

Fonte: SZYMANSKI, 2008 (adaptado).
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Sdo classificados em i0nicos (catidnicos € anionicos), ndao idnicos e anfbteros.
Tensoativos ndo i6nicos e anféteros tendem a ser menos toxicos que os tensoativos idnicos, e,
por este motivo, sdo os mais amplamente empregados para formulagdes farmacéuticas
(TORCHILIN, 2006; BIRDI, 2016).

A alta concentracdo de tensoativos frequentemente necessdria para formulagdo de
sistemas microemulsionados pode gerar irritagdo. Sendo assim, ¢ importante que estes
componentes sejam utilizados em concentracdes que resultardo em sistemas nao agressivos
(KREILGAARD, 2002; MISHRA, 2016).

De modo geral, tensoativos de origem natural (lecitinas e tensoativos a base de
acucares, como alquilpoliglicosideos e os ésteres de sacarose) sdo preferidos em relagdo aos
tensoativos sintéticos (LOPES, 2014; DATE; NAGARSENKER, 2008).

Seguranca ¢ o quesito primordial na escolha do tensoativo, mas outros critérios
também podem ser levados em consideracdo, como a solubilidade e compatibilidade destes
componentes com o fAirmaco a ser incorporado (LIU, 2008).

Em relacdo a formulacdo de sistemas microemulsionados, ¢ necessario que o
tensoativo selecionado seja capaz de reduzir a tensdo interfacial a um valor muito baixo ( <
10°mN/m) a fim de conduzir o processo de emulsificacio espontinea e, estar em uma
concentragdo que permita a estabilizagdo das microgoticulas produzidas pela tensdo
interfacial reduzida (BAGWE et al, 2001). O uso de altas quantidades de tensoativos e
cotensoativos, além de induzir a emulsificagdo espontanea, leva a redu¢ao do tamanho das
goticulas (50 nm) da fase interna (VANDAMME, 2002).

A determinagdo ou o conhecimento do valor do Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo (EHL)
do tensoativo pode ser 1util no processo de sele¢do do tipo de microemulsdo desejada.
Tensoativos com EHL maior que 20 frequentemente requerem o uso de um cotensoativo, a
fim de reduzir o valor de EHL ao intervalo requerido para formac¢dao de microemulsdes
(AZEEM et al., 2009; MISHRA, 2016).

O Quadro 2 lista os tensoativos farmaceuticamente aceitaveis para uso em cosméticos

e medicamentos.
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2.4.1.1.2 Cotensoativos

O cotensoativo ¢ uma molécula anfifilica pequena, que apresenta grupos hidrofilicos e
lipofilicos menores que uma molécula de tensoativo (BIRDI, 2016).

Os cotensoativos possuem basicamente trés propriedades:

(1) capacidade de reduzir a tensdo superficial, tanto para promover a emulsificagdo
espontanea como para garantir sua estabilidade termodindmica (VANDAMME, 2002);

(i1) modificar a curvatura interfacial (VANDAMME, 2002) - a adi¢ao de cotensoativos
de cadeia curta favorecem a formagao de sistemas do tipo O/A ao contribuir para a formagao
de uma curvatura positiva (Figura 11), enquanto que tensoativos de cadeia longa favorecem o
tipo A/O, de curvatura negativa (FANUN, 2011);

(ii1)) atuam na fluidez do filme interfacial (VANDAMME, 2002) - por permitir a
mobilidade dos tensoativos de cadeia longa (Figura 7); isso favorece a formacdao de
microemulsdes e desfavorece a formagao de estruturas liquido cristalinas e géis (BAGWE, et

al., 2001; MISHRA, 2016).

Figura 7 - Papel das moléculas de tensoativo e cotensoativo na interface 6leo/agua.

Interface rigida Interface fluida

O
INCHCHCHONCHNONON®,

?

Tensoativo Tensoativo + Cotensoativo

Fonte: ROMSTED, 2014 (adaptado).

Os cotensoativos que promovem a fluidez adicional sd3o equivalentes aos tensoativos
de cadeia dupla (Figura 8). A existéncia de ligacdes insaturadas na cadeia hidrocarbonada dos

tensoativos igualmente aumentam a fluidez do filme (VANDAMME, 2002).
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Figura 8 - Influéncia do cotensoativo na fluidez do filme interfacial. (a) tensoativo linear, (b) tensoativo de
cadeia dupla, (c) cotensoativo, (d) filme rigido, (e) filme com fluidez.

O Q ?

(a) (b) (c)
000000 Q0000 <oO<oO<oO

(d) (e)

Fonte: VANDAMME, 2002 (adaptado).

Cotensoativos com comprimento de cadeia curta (C3-Cs) tendem a ser mais
hidrofilicos, enquanto que cotensoativos com comprimento de cadeia longa tendem a ser mais
lipofilicos. O uso de tensoativos menos hidrofilicos requer o uso de cotensoativos de tamanho
curto com (C3-Cs), enquanto que o uso de tensoativos menos lipofilicos requer o uso
cotensoativos de cadeia longa (Cs ou mais) (BIRDI, 2016).

Microemulsdes podem ser preparadas na auséncia de cotensoativo quando se faz o uso
de tensoativos de dupla cadeia alquil ou de alguns tensoativos ndo idnicos, por exemplo,
lecitinas e os éteres de polioxietileno (MALCOLMSON; LAWRENCE 1995; DREHER et al.,
1997; MISHRA, 2016).

Os cotensoativos utilizados geralmente sdo alcoois de baixo peso molecular e glicois
com cadeia carbonica com comprimento de dois a dez carbonos. Aminas de cadeia curta
também podem ser empregadas (VANDAMME, 2002).

O Quadro 3, lista os cotensoativos farmaceuticamente aceitaveis para uso em

cosméticos € medicamentos.
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Quadro 3 - Cotensoativos comumente empregados de acordo com suas vias de
administracao.

Cotensoativo Nome comercial Via oral Via parenteral Via topica Referéncias
1,2-Hexanediol X (1)
1,2-Octanediol X 2)
Alcool benzil X (3)
Etanol X X X 3)@) 5
Etoxidiglicol Transcutol® X (6)
Isopropanol X %)
Isostearato de poliglicerila-6  Plurol® isostearique X @)
N-propanol X &)
Poligliceril-6 dioleato Plurol® oleique X ()
Propilenoglicol X X (9) (10)

Fonte: (1) TROTTA et al., 2003 (2) BAROLI et al., 2000 (3) DATE; NAGARSENKER, 2008 (4) ZENG et al.,
2010 (5) KANTARCI, 2007 (6) PATEL et al., 2012 (7) KREILGAARD; PEDERSEN; JAROSZEWSKI, 2000
(8) SARCIAUX; ACAR; SADO, 1995 (9) STRICKLEY, 2004 (10) KULSHRESHTHA; SINGH; WALL, 2010.

2.4.1.1.3 Fase oleosa

A escolha da fase oleosa para a formulacdo de sistemas microemulsionados ¢ um
balango entre um componente que permita a formagao do sistema e, a0 mesmo tempo, que
garanta a solubilidade do farmaco, se este for lipofilico (VANDAMME, 2002;
TALEGAONKAR et al., 2008).

Fases oleosas que apresentam cadeias hidrocarbonicas mais longas usualmente
apresentam maior capacidade de solubilizagdo de moléculas lipofilicas (VANDAMME,
2002).

Oleos de cadeia curta (ou de baixo volume molecular) como os triglicerideos de cadeia
média e os ésteres de acido graxo sdo relativamente faceis de microemulsificar (DATE;
NAGARSENKER, 2008), pois possuem maior habilidade de penetrar e provocar o
intumescimento da regido lipofilica dos tensoativos do que os 6leos de cadeia longa. Como
consequéncia, hd um incremento negativo sobre a curvatura (FANUN, 2011).

O Quadro 4, lista fases oleosas farmaceuticamente aceitaveis para uso em cosméticos

e medicamentos.
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2.4.1.2 Tipos de microemulsiao

Sistemas microemulsionados podem ser do tipo 6leo em agua (O/A), dgua em Oleo

(A/O), ou sistemas bicontinuos.

e Microemulsdes do tipo 4gua em 6leo possuem goticulas de 4gua, revestidas por

tensoativo, dispersas em uma fase continua oleosa;

e Microemulsdes do tipo 6leo em agua possuem goticulas de d6leo, revestidas por
tensoativo, dispersas em uma fase continua aquosa;
e Microemulsdes bicontinuas sdo sistemas em que o Oleo e a agua sdo fases

continuas; os tensoativos atuam dividindo os dominios entre a 4gua e o 6leo

(OLDFIELD, 1994; MISHRA, 2016).

Os trés tipos de microemulsdo estao representados na Figura 9.

Figura 9 - Tipos de microemulsdo: a — 4gua em 6leo, b — dleo em agua, ¢ — bicontinua.

a OIGO ¢ C/ &l/
\.O\OO c/ O'/ % 2{ O Oleo

9. Agua .O\ O Agua
Sr0e® C:;\M
<
b  Agua O/ >

:

@)
o1 7re, |R
O: Oleo :O R < Q—T}Qﬂoi
O/O\O (Erovo oK

Fonte: OLDFIELD, 1994; ROSSI et al., 2007 (adaptado).

Algumas teorias, descritas a seguir, tem sido propostas numa tentativa de explicar os
fatores que determinam a formagdo destas estruturas especificas compostas por 6leo, dgua e

tensoativo (WASAN; GINN; SHAH,1988).
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2.4.1.2.1 Teoria do filme duplo

Segundo esta teoria, diferencas presentes na porcdo hidrofilica e hidrofobica do
tensoativo geram diferengas no arranjamento destes grupos (empacotamento) (Figura 10), o
que acaba por gerar diferentes tensdes entre o lado aquoso e oleoso, resultando na curvatura
do filme interfacial e formagdo dos gldbulos. Assim, se os grupos hidrofébicos forem mais
volumosos que os grupos hidrofilicos, um filme fino de grupos hidrofobicos tende a se
aglomerar promovendo uma pressao superficial no lado da interface oleosa. A diferenga de
pressdes entre cada lado ira resultar em um estresse na interface, que sera aliviado pela
curvatura do filme interfacial em direcdo a fase oleosa, dando origem a microemulsdes A/O
(Figura 11) (WASAN; GINN; SHAH,1988; TADROS, 2005; FANUN, 2011).

Deste modo, se molécula possui um grupo hidrofébico volumoso, como o Aerosol
OT®, uma microemulsdo 4gua em o6leo se formara. Ao contrario, se a molécula possui como
grupo volumoso, como o alcool etoxilado com muitas unidades de etileno, a microemulsao

6leo em 4gua serd produzida (TADROS, 2005).

Figura 10 - Curvatura do filme interfacial de acordo com o empacotamento dos tensoativos.

(@)

(a) Tensoativo de cadeia dupla com area de cabega polar grande

(b) (©

TN .2

(b) Tensoativo de cadeia simples com ¢) Tensoativo de cadeia dupla com

area de cabega polar grande. area de cabeca polar pequena.

Fonte: SHEARMAN et al., 2006.
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Figura 11 - Influéncia do empacotamento do tensoativo na curvatura do filme interfacial.

O
A QOO0OCO00000C00
Aumento da area da Aumento da area da
cauda do tensoativo cabeca do tensoativo
0] O
AT o o o T o o O A OQOOOCOOO0O0000
, oom .
Oleo Agua
Agua Oleo
curvatura do filme interfacial em direcao curvatura do filme interfacial em dire¢ao
ao Oleo (curvatura negativa) a agua (curvatura positiva)

Fonte: WASAN; GINN; SHAH, 1988 (adaptado).

A direcdo da curvatura interfacial ¢ basicamente resultante da razdo de
empacotamento, também chamado de parametro de empacotamento critico (p), obtida pela

formula:

v
P=a

Onde v ¢ o volume da parte hidrofoébica do tensoativo (Figura 12), a ¢ a area da

cabega polar do tensoativo ¢ o | ¢ o comprimento da cauda hidrofébica do tensoativo

(TADROS, 2005).

Figura 12 - Fatores que afetam a forma de empacotamento do tensoativo.

a

/
v—}@ /

Fonte: SALIM et al., 2014.
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Se o p calculado variar entre 0 a 1, a interface curva-se em direcao a agua (curvatura
positiva) e sistemas do tipo 6leo em agua sdo favorecidos (Figura 13), mas se o p for maior
que 1, a interface curva-se espontaneamente em dire¢do ao dleo (curvatura negativa) entao
microemulsdes dgua em oleo sdo favorecidas. Em casos de curvatura zero, quando o EHL ¢
balanceado (p ¢ equivalente a 1), estruturas lamelares ou bicontinuas podem ser formadas
(FANUN, 2011). O parametro de empacotamento critico pode ser afetado por muitos fatores,
incluindo a hidrofobicidade da cabega polar, forca ionica da solucdo, pH, temperatura, e a

adicao de compostos lipofilicos como cotensoativos (TADROS, 2005).

Figura 13 - Influéncia da estrutura molecular no pardmetro de empacotamento critico do tensoativo.

C aracteristicltas Parametro de Foua do tensoativo Estruturas formadas
do tensoativo empacotamento

Tensoativos de cadeia ; v ! . ’ Micela
simples com area de p <173 . ,'I Hexagonal |
cabega polar grande '

Tensoativos de cadeia k) \! I I M
dupla com drea de 13<p<122 i JUL Cilindrica
cabeca polar grande | ™ v

Tensoativos de cadeia \.) m o m
dupla com area de p~1 9 | La‘m.chr
cabega polar pequena : 3 J ",!! I I ’ Cubica

)
Tensoativos de cadeia o
dupla com area de p>1

- 1 i Micelas reversas
cabega polar pequena P £ w Hexagonal 11
Fonte: CONSOLA et al., 2007; ISRAELACHVILI, 2011.

2.4.1.2.2 Teoria R

A teoria R foi primeiramente proposta por Winsor, em 1954. Esta teoria compara a
tendéncia de um composto anfifilico a se dispersar no 6leo (Asp) € a se dissolver na dgua

(Asw)- Se uma fase ¢ favorecida, a regido interfacial tende a assumir sua curvatura definitiva.
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A
p = 4so

 Asw

Se a razdo R, parametro adimensional, for maior que 1, a interface tende a aumentar
sua area de contato com o 6leo, enquanto que diminui a area de contato com a agua. Como
consequéncia, a fase oleosa tende a ser a fase continua, formando microemulsdo A/O em fase
unica, e, se ndo houver tensoativo em quantidade suficiente para incorporar o excesso de oleo,
forma-se o equilibrio do tipo Winsor I (duas fases - oleosa sobrenadante com microemulsao

ao fundo) (Figura 14).

Figura 14 - Classificagdo das microemulsdes de acordo com Winsor.

— Y
O (— o N——
N Nee— 1 N N
Neeo—
N N
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(___ _/ - N
Winsor I Winsor 11 Winsor 111 Winsor IV
Oleo lfnglJE
Dleo I:'i'-'ir_..l Sieo @ % B
. x, & e
- Amua gy .

- . T e

Microemmilsio A'C I ToE
8 ] o e 0 O | AN "_{:] Microemulsdo O/A

ettt atoto] [Shototatarotets (_)
Agua 4 ’ : 4 L q‘ Olea
I vl Aguz " \\_‘ J

LY
e . LTy Vo ud
5 Slzo o) Microemulzdo Bicontinua e
- “w " Agua
: .;. L 1 [ . i Aguz ___.I..:’ I‘II__-‘-"
) " R |
Microermulzdo OFA

Microemulsfio AD

Winzor I Winzor I1 Winzor I1T

Fonte: PABST, 2014 (adaptado). MicroemulsZo Bicontinua

Winzor IV
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De forma oposta, se a razdo R for maior do que 1, forma-se a microemulsao O/A em
fase Unica, porém, se ndo houver tensoativo em quantidade suficiente para incorporar o
excesso de agua, forma-se o equilibrio do tipo Winsor II (duas fases - microemulsdo
sobrenadante com agua ao fundo). Quando R for igual a 1, ocorre a formacao de Winsor 111
(trés fases - oOleo sobrenadante, agua ao fundo e microemulsio ao meio)

(CHATTOPADHYAY; MITTAL, 1996; COSGROVE, 2010).

2.4.1.2.3 Equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) do tensoativo

Este sistema baseia-se no reconhecimento de que todas as substancias tensoativas sao
constituidas por uma parte hidrossoluvel e outra lipossoluvel (PRISTA; ALVES;
MORGADO, 1992). Com base nas proporcdes relativas das partes hidrofilicas e hidrofobicas
da molécula de tensoativo um valor numérico de EHL ¢ atribuido (de 1 a 50) (PRISTA;
ALVES; MORGADO, 1992; AULTON, 2005). A medida que o tensoativo apresenta
propriedades mais hidrofilicas ou polares, o valor de EHL cresce (PRISTA; ALVES;
MORGADO, 1992). Como reportado por Bancroft, a fase em que o tensoativo ¢
essencialmente soltvel tende a ser a fase continua, assim, EHL menor que 10 favorece a
formagdo de microemulsdes do tipo A/O, EHL maior que 10, microemulsdes do tipo O/A,
enquanto que EHL proximo a 10, microemulsdoes bicontinuas (PRISTA; ALVES;
MORGADO, 1992; COSGROVE, 2010).

2.4.1.3 Preparacio e uso de diagramas para estudo das regioes de microemulsiao

A formacdo da dispersdo coloidal ocorre apds a homogeneizagdo suave dos
componentes da formulacdo, sem a necessidade do emprego de métodos de alta energia
(MISHRA, 2016). Os métodos de obtencao de microemulsdes incluem o método de inversao
de fases, no qual a inversao de fases ocorre apods a adigao da fase dispersa em excesso ou com
alteracdes da temperatura (MISHRA, 2016); o método de titulacdo com agua, o qual consiste
na titulacdo de misturas compostas por tensoativo, cotensoativo e 6leo com agua. Neste
método, a cada gota adicionada, apds a homogeneizagdo completa dos constituintes, o sistema
obtido ¢ examinado quanto a transparéncia (BAGWE et al, 2001). Sistemas
microemulsionados também podem ser obtidos por meio da titulagdo de cotensoativos a

sistemas emulsionados (BAGWE et al., 2001).
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Dependendo da composicao quimica e da concentracdo de cada componente, a
interagdo entre agua, Oleo e tensoativo pode dar origem a formacdo de emulsdes,
microemulsdes, géis e diferentes formas liquido-cristalinas, como lamelares, hexagonais e
cubicas (LAWRENCE; RESS, 2000; MISHRA, 2016).

A mistura micro-heterogénea também pode coexistir com excesso de dleo, dgua ou
ambos. Winsor, em 1948, estabeleceu uma classificagdo para os principais tipos de sistemas
obtidos ao se misturar agua, 6leo e uma molécula anfifilica (5-25%). Na classificacdo Winsor
tipo I, sistemas do tipo 6leo em agua existem em equilibrio com excesso de fase organica
contendo uma pequena propor¢ao dos outros componentes do sistema (Figura 14). Winsor
tipo II representa sistemas do tipo 6leo em agua em equilibrio com excesso de fase aquosa
contendo uma pequena propor¢do dos outros componentes do sistema. Em sistemas Winsor
tipo III, a fase bicontinua coexiste com excesso de dgua na parte inferior e 6leo na parte
superior ¢ no Winsor tipo IV existe uma fase Unica microemulsionada em que todos os
componentes do sistema estdo mutuamente solubilizados (esta ¢ a fase explorada por sistemas
de liberagao de farmacos) (WINSOR, 1948; LAWRENCE; REES, 2000; BIRDI, 2016).

Neste contexto, a constru¢do de um diagrama de fases pode ajudar a delimitar a regido
de microemulsdao (Figura 15), permitindo conhecer a propor¢ao necessaria de cada

constituinte para sua obtencao (WARISNOICHAROEN; LANSLEY; LAWRENCE, 2000).
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Figura 15 - Representagdo das regides de Winsor no diagrama de fases pseudoternario.

Tensoativo (e cotensoativo)
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(O Microemulsio
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» v 4
| @ @

Fonte: PABST, 2014 (adaptado).

Agu Oleo

Diagramas de fases sdo representagdes graficas utilizadas para entender aspectos relacionados
ao comportamento das fases do sistema frente a variagdes no volume das diferentes fases
constituintes (MALIK; WANY; HASHIM, 2012).

Sistemas microemulsionados formados por trés constituintes sdo representados por
diagramas terndrios (Figura 16 e 17). Neste, cada sistema puro ¢ representado em cada vértice
do triangulo, A, B, C. O vértice do triangulo representa 100% de cada componente e o lado
oposto 0%. Do vértice A até o seu lado oposto, linhas horizontais correspondem porcentagens

decrescentes (BARROW, 1983).
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Figura 16 - Base triangular de composi¢ao de um diagrama de fases ternario.

A

Fonte: SMITH; HASHEMI, 2012.

Figura 17 - Representacdo de diagrama de fases ternario (a), quaternario (b) e pseudoternario (c).

Tenseative Cotensoativo
(@) (b)
, ; S Tensoativo
Agua Oleo Agua /
Oleo
Cotensoativo
(©)
Agua/Tensoativo Oleo

A medida que reduz a quantidade desse componente especifico, aumenta a quantidade
de um ou dos outros dois componentes (FANUN, 2014). Caso o sistema seja composto por
quatro constituintes, estes podem ser representados em um diagrama tridimensional
quaternario, cuja forma ¢ um tetraedro regular. A caracterizagdo completa destes sistemas
consome tempo e requer um grande nimero de experimentos. Nestes casos, a representagao

grafica em um diagrama pseudoternario ¢ mais pratica (FANUN, 2008).
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O diagrama pseudoternario obedece ao mesmo principio para diagramas ternarios,

sendo que em um dos vértices agrupam-se dois constituintes, como por exemplo, tensoativo e

cotensoativo, de modo que esta relacdo seja constante (FANUN, 2008).

Em qualquer um dos métodos de obtencdao adotados, o reconhecimento do sistema

microemulsionado se da pela inspec¢ao visual da mistura obtida, se transparente, o valor dos

componentes pesados para sua formagdo ¢ convertido em porcentagem, com estes valores

plota-se pontos no diagrama.

2.4.1.4 Sistemas microemulsionados como sistemas de libera¢ao de farmacos

Sistemas microemulsionados apresentam algumas propriedades particulares que os

tornam veiculos interessantes para uso farmacéutico como:

Transparéncia (SOLANS; KUNIEDA, 1997);

Tecnologia de preparo simples e de baixo custo, ndo ha necessidade do uso de
equipamentos especializados, uma vez que a estabilidade termodinamica destes sistemas
permite a auto-emulsificagdo (SOLANS; KUNIEDA, 1997; KOGAN; GARTI, 2006);

A fase dispersa, lipofilica ou hidrofilica, pode atuar como reservatorio para farmacos
lipofilicos e hidrofilicos, respectivamente, mantendo constante a concentragdo do farmaco
na fase continua (SOLANS; KUNIEDA, 1997; PEIRA; SCOLARI; GASGO, 2001);

Altas concentragdes do farmaco podem ser incorporadas em virtude das propriedades
supersolventes do sistema (incluindo aqueles que sdo insoliveis em solventes aquosos e
hidrofobicos), provavelmente em decorréncia da presenca do tensoativo e cotensoativo
(SOLANS; KUNIEDA, 1997; PEIRA; SCOLARI; GASGO, 2001);

O tamanho de goticulas reduzido permite que sejam esterilizadas por filtracdo (SOLANS;
KUNIEDA, 1997);

Auto-oxidacao lipidica em microemulsdes O/A ¢ mais baixa que em emulsdes e solugdes
micelares (SOLANS; KUNIEDA, 1997);

Permitem a incorporagdo simultanea de farmacos lipofilicos e hidrofilicos;

Possuem baixa viscosidade (SOLANS; KUNIEDA, 1997);

O uso deste sistema de liberagdo pode melhorar a eficicia do fA&rmaco, permitindo que a
dose total seja reduzida e os efeitos adversos minimizados (SOLANS; KUNIEDA, 1997);
Fornecem protecdo contra hidrélise enzimatica e oxidagdo. O farmaco presente na fase

dispersa nao fica exposto ao ataque da dgua e ar (MISHA, 2016);
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e Em comparagdo com as macroemulsdes, causam embolia gordurosa e reacdes
imunologicas minimas (PAUL; MOULIK, 2001);

e Permitem a liberagdo controlada e sustentada para administragdo percutanea, topica,
transdérmica, ocular e parenteral (PAUL; MOULIK, 2001);

e Possuem a capacidade de potencializar a permeagao topica (KOGAN; GARTI, 2006);

e Dominios com diferentes polaridades permitem a encapsulacio de farmacos de
solubilidade variada. A particdo do farmaco entre as fases lipofilicas e hidrofobicas

dependera de sua lipofilicidade (GHOSH; MURTHY, 2006).

Para que ocorra a liberagao dos farmacos de sistemas microemulsionados, € necessaria
a transferéncia do farmaco da fase dispersa para a fase continua e, posteriormente, a difusao
do farmaco da fase continua para o meio externo. Este processo depende de alguns fatores
como razdao da fase oleosa/aquosa, tamanho de goticula, distribui¢do e taxa de difusao do

farmaco nas fases do sistema microemulsionado (TROTTA; GASCO; MOREL, 1989).

2.5.1.5 Aplicagdes farmacéuticas

Sistemas microemulsionados destinados a administracdo oral, parenteral, tdpica,

transdérmica tém sido desenvolvidos.

2.5.1.5.1 Administracao oral de microemulsoes

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo oral tem sido um desafio por conta da
eficacia restrita dos farmacos em virtude da instabilidade ou pouca solubilidade no fluido
gastrointestinal. Como descrito anteriormente, sistemas microemulsionados podem aumentar
a solubilizacio de farmacos pouco soluveis e superar problemas relacionados a
biodisponibilidade, j& que nestes sistemas os fArmacos podem ser protegidos contra oxidacao
e degradacdo enzimatica, além de ter sua permeabilidade potencializada (TALEGAONKAR
et al., 2008). Os farmacos ciclosporina, ritonavir e saquinavir sdo exemplos de substancias

muito lipofilicas incorporados em sistemas microemulsionados (GIBAUD; ATTIVI, 2012).
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2.5.1.5.2 Administracdo parenteral de microemulsoes

Em alguns casos, a via parenteral ¢ a Ginica opg¢do para farmacos pouco absorviveis
pela via oral ou aqueles que causam efeitos adversos gastrointestinais, nesta via o firmaco nao
passa pelo metabolismo hepatico (ROMSTED, 2014). A administragdo parenteral de
microemulsdes garante que a formagdo de embolias seja insignificante e o tamanho reduzido
das goticulas pode resultar em um maior tempo de circulacdo sanguinea, o que pode ser util
em certos casos (DATE; NAGARSENKER, 2008). Os excipientes que compdem formulacdes
parenterais devem ser biocompativeis, estéreis, ndo pirogénicos, nao irritantes e nao
hemoliticos (ROMSTED, 2014).

Microemulsdes parenterais do tipo 6leo em 4gua sdo usadas principalmente como
carreadoras de farmacos lipofilicos, permitindo prolongar sua liberacdo e possibilitar a
administracao parenteral de substancias lipofilicas, ndo sdo soliveis em agua. Podem ser
administradas por via intravenosa, muscular e subcutanea. As microemulsodes do tipo dgua em
6leo podem ser usadas para administragdo intramuscular e subcutanea, sendo indicadas para
administracdao de farmacos hidrofilicos quando se objetiva prolongar sua liberacdo (SOLANS;
KUNIEDA, 1997).

Alguns farmacos estudados para compor formulagdes microemulsionadas para
administracdo parenteral sdo: paclitaxel, flurbiprofeno, vincristina, ibuprofeno, artemeter,

anfotericina B e propofol (ROMSTED, 2014).

2.5.1.5.3 Administracio topica de microemulsoes

A administragdo de farmacos pela via topica pode proporcionar agdo local ou
sistémica (UEDA et al., 2009). Esta via apresenta como vantagem a caracteristica de ndo ser
invasiva e permitir a autoadministragao. Na via transdérmica o farmaco, que ¢ administrado
na pele, tem como alvo a circulagdo sistémica (UEDA et al., 2009). A liberacao de farmacos
por esta via pode ser vantajosa quando se tem interesse em evitar o metabolismo hepatico ou
certas aplicacdes injetaveis dolorosas, além de proporcionar a liberagdo do farmaco por
longos periodos de tempo (PRAUSNITZ et al., 2008).

Formulagdes de agdo local incluem aquelas que exercem fungdes sobre o extrato
corneo e aquelas que modulam a funcdo da epiderme e/ou derme (UEDA et al., 2009). Sao
indicados quando ha necessidade que os ativos da formula¢do permanecam na superficie da

pele, por exemplo, repelentes, desinfetantes, produtos para fins cosméticos, para tratamento
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de infecgdes de pele e outras desordens dermatologicas, ou atinja regides mais profundas da
pele, como a epiderme viavel e a derme, sem que a substancia atinja a circulag¢@o sistémica,
por exemplo, anestésicos locais ou agentes anti-inflamatéorios (MEHTA, [200-7]);
TROMMER; NEUBERT, 2006).

Uma completa separagdo entre a liberagdao local e transdérmica nao € possivel, mas
alguns ajustes na formulagdo permitem que uma ou outra seja favorecida (ROMSTED, 2014).

Apesar do grande potencial desta via de administragdo, somente algumas formulagdes
estdo disponiveis comercialmente. Isto porque a pele humana ¢ considerada o epitélio mais
impermedvel para substancias exdogenas (KREILGAARD, 2002).

A pele ¢ composta por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 18)
(ESCOBAR-CHAVEZ, 2010). A epiderme é composta pelo estrato corneo (15-20 um) e a
epiderme vidvel (50-100 um) (RANADE; CANNON, 2011). O estrato corneo ¢ a camada
mais externa da epiderme. Esta camada, apesar da pouca espessura, promove uma barreira
efetiva a penetracdo de farmacos para as camadas posteriores da pele (KOGAN; GARTI,

2006).

Figura 18 - Organizagdo das camadas da pele.

'\ Epiderme

Estrato corneo

Derme

Hipoderme

Fonte: STANDRING, 2010

A permeacao dos farmacos por difusdo através do estrato corneo pode ocorrer por rota
transepidérmica, a qual inclui a rota transcelular e intercelular, e transfolicular, que ocorre

através de anexos da pele, via glandulas écrinas ou foliculos capilares (Figura 19) (KOGAN;
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GARTI, 2006). Pela rota transcelular, o farmaco tem que atravessar diretamente a pele,
passando através de estruturas lipidicas do estrato corneo e do citoplasma de queratindcitos
mortos. Apesar de ser uma rota mais curta, o farmaco encontra resisténcia significante por ter
que atravessar estruturas lipofilicas e hidrofilicas. A rota mais comum para permeacdao de
farmacos na pele ¢ a intercelular, na qual a passagem acontece entre os cornedcitos. Os
anexos da pele ocupam somente 0,1% da superficie da pele humana total (TROMMER;
NEUBERT, 2006).

Figura 19 - Rotas de permeagdo de farmacos através do estrato corneo.

Transfolicular Transglandular Transcelular Intercelular
Estrato
corneo
v Cornedcitos
Foliculo capilar Glandula

Fonte: TROMMER; NEUBERT, 2006 (adaptado).

Apbs a aplicacdo da formulagdo topica na pele, inicialmente, o farmaco ¢ liberado do
seu veiculo e particiona no estrato corneo. As moléculas do fArmaco, entdo se difundem (em
virtude do gradiente de concentracdo) através do estrato cérneo, epiderme vidvel, e derme,
nesta ultima camada o fArmaco pode ser retirado da pele pelas veias da vasculatura e atingir a
circulacao sistémica (GUY; HANDGRAFT; BUCKS, 1987).

Se a permeacgdo do farmaco ocorrer por rota transfolicular, apds a particdo no foliculo
capilar, o farmaco passa pela secregdo sebacea e da mesma forma, segue pela epiderme

viavel, e derme (Quadro 5) (SHAH; MAIBACH, 1993).
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Quadro 5 - Mecanismos de difusao do farmaco pela via topica.

Via transepidérmica Via transfolicular
Parti¢do no estrato corneo Partigcdo no foliculo capilar
v v
Estrato corneo Secre¢do sebacea
v v
Epiderme viavel Epiderme viavel
v v
Derme Derme

Fonte: (SHAH; MAIBACH, 1993).

Foliculos capilares representam eficientes vias de penetragdio e atuam como
reservatorios para substancias aplicadas topicamente. Esta rota, além de ser importante para a
permeacao do minoxidil, parece ser a determinante para a promoc¢ao do crescimento capilar
ocasionada por este farmaco. (LADEMANN et al., 2008; GRICE et al., 2010; LIU et al,
2011; BLUME-PEYTAVlI et al, 2010).

Sistemas microemulsionados possuem a capacidade de interagir com lipidios do
estrato corneo e potencializar a permeacao de farmacos pela pele. Esta propriedade
provavelmente estd relacionada a combinagdo de varios mecanismos como: tamanho de
goticula reduzido, acdo de constituintes da formulacdo que podem atuar como promotores de
permeacao, capacidade da microemulsdo aumentar a hidratacdo da pele, e /ou ainda a
capacidade do sistema em carrear grandes quantidades de farmaco (LEHMANN; KEIPERT;
GLOOR, 2001; LOPES, 2014; CONEAC et al., 2015).

Promotores de permeagdo sdo substancias capazes de promover o transporte de ativos
através da pele. Eles permitem que os farmacos rapidamente penetrem em tecidos vidveis € na
circulacdo sistémica (BARRY, 1987; TROMMER; NEUBERT, 2006).

Tensoativos, cotensoativos e 0leos e outros promotores de permeacao incorporados
nestes sistemas podem se difundir para a superficie da pele e aumentar a permeacdo de
farmacos seja por perturbar a estrutura lipidica do estrato corneo (facilitando a difusao através
da barreira da pele) ou por aumentar da solubilidade do fArmaco na pele (isto €, aumentando o
coeficiente de particdo entre a pele e o veiculo). (KREILGAARD, 2002; SANTOS et al.,
2008).
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E provavel que microemulsdes compostas por promotores cutdneos que atuam por

disrupcdo do estrato corneo resultem na liberacdo dérmica e transdérmica do farmaco, e que

0s que aumentam a parti¢do para a pele, liberacdo dérmica (KREILGAARD, 2002).

Constituintes que podem atuar como promotores de permeacao em formulacdes estao

citados no Quadro 6.

Quadro 6 - Exemplos de promotores de permeagao.

Classificacao quimica

Promotores de permeacio

Alcoois

Alcool de cadeia curta

Etanol, Alcool isopropilico

Alcool de cadeia longa

Decanol, Hexanol, Alcool lauril, Octanol
Ester

Alquil éster

Acetato de etila

Esteres de dcido graxo

Oleato de etila, Monooleato de glicerila, Miristato de isopropila, Palmitato de

isopropila, Monolaurato de propilenoglicol, Monocaprilato de propilenoglicol

Eter 4lcoois

Transcutol®

Acidos graxos

Acido laurico, Acido linoleico, Acido linolénico, Acido miristico, Acido oleico,

Acido palmitico, Acido estearico

Tensoativos

Tensoativos ndao-ionicos
Brij 36T
Tween® 80

Fonte: LANE, 2013 (adaptado).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um sistema microemulsionado contendo MX destinado a aplicacao

topica.

3.2 Objetivos especificos

*_

Substituir o uso de etanol e propilenoglicol nas formulagdes;

*_

Determinar a solubilidade do MX nas fases oleosas disponiveis;
4 Selecionar o diagrama com a maior regido de ME, variando a composi¢do de

tensoativo, cotensoativo, fase oleosa e razdao C/T.

*_

Incorporar MX em concentragao igual ou superior a disponivel no mercado;

*_

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes obtidas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Fase oleosas, tensoativos e cotensoativos

e Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

e Tween® 80 (Sigma-Aldrich)

e Span® 20 (Sigma-Aldrich)

e Span® 80 (Sigma-Aldrich)

e Span® 83 (Sigma-Aldrich)

e Span® 85 (Sigma-Aldrich)

e Brij® 93 (Sigma-Aldrich)

e 1,2-hexanediol (Sigma-Aldrich)
e [,2-octanediol (Sigma-Aldrich)
e Etanol 95% (Merck)

e 2-propanol (Sigma-Aldrich)

e Acido oleico (Nuclear)

e Miristato de isopropila (Sigma-Aldrich)

4.1.2 Farmaco

e Minoxidil (Fragron)

4.1.3 Solventes

e Solucao tampao fosfato 0,01M pH 7,4

Dissolver 4,4 g de fosfato de sodio bibasico heptahidratado (Na,HPO4.7H,0) (Nuclear) e
0,4948 ¢ de fosfato de sddio monobasico monohidratado (NaH>PO4.H,0) (Nuclear) em um

baldo volumétrico com capacidade para 2000 mL de agua destilada.

e Metanol (Sigma-Aldrich)
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4.1.4 Equipamentos

e Centrifuga (Centribio)

e Espectrofotometro (marca Shimadzu, modelo UV-1700 PharmaSpec)
e Espectrofotometro (marca Even)

e Zetasizer ZS (Malvern Instruments)

e Agitador magnético (Nova ética)

e Refratdmetro de bancada do tipo Abbé (Quimis)

e Potenciometro (Hanna Instruments)

e Condutivimetro (Quimis)

e Balanga analitica (marca Gehaka, modelo AG 220A)

e Reometro Brookfield Viscometer modelo DV-II + Pro (Brookfield)

4.2 Métodos

4.2.1 Construcio do diagrama de fases pseudoternario para a delimitacio da regiao de

microemulsio
4.2.1.1 Selecao da fase oleosa
4.2.1.1.1 Determina¢io do comprimento de onda de absor¢iao maxima do MX

Para a preparagdo da solucdo-mae (100 ug/mL), solubilizou-se 100 mg de MX em
1000 mL de metanol. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 1 mL e diluiu-se em 10 mL de
metanol, o que resultou numa solugdo de MX a 10 pg/mL, que foi levada para leitura em
espectrofotometro de UV, no intervalo de 200-800 nm, em cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho Optico.

4.2.1.1.2 Elaboracio da curva de calibracao para quantificacio do MX

Uma vez definido o comprimento de onda de absor¢do do MX, construiu-se a curva de

calibragdo nas concentragdes de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7 pg/mL. As concentragdes foram
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preparadas, respectivamente, apds a diluicdo de aliquotas de 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL,
0,5 mL, 0,6 mL ¢ 0,7 mL da solucao da solugao-mae em 10 mL de metanol. Todas as leituras
foram realizadas em triplicata no comprimento de onda que foi definido no item 4.2.1.1.1. A
curva de calibragdao foi gerada pelo método de regressao linear simples e a linearidade foi

avaliada pelo coeficiente de correlagio linear usando o sofiware Excel®.

4.2.1.1.3 Solubilizacio e quantificacio do MX na fase oleosa (DIVYA et al., 2014)

A 12 g dos 6leos disponiveis em laboratorio (4acido oleico e miristato de isopropila),
foi acrescentada quantidade excessiva de MX em po, cuja mistura resultante foi mantida sob
agitacdo constante por 72 horas. Passado esse periodo, o sistema foi centrifugado a 3000 rpm
por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana Millipore® (47 mm e
poro de 0,45um). O filtrado obtido foi pesado e, apds as devidas dilui¢des com metanol,
tiveram suas absorbancias lidas no comprimento de onda que foi definido no item 4.2.1.1.1,
em espectrofotometro UV. As respectivas concentragdes foram calculadas pela equagdo da

reta gerada pela curva de calibrag@o originada pelo método descrito no topico 4.2.1.1.2.

4.2.1.2 Selecao do tensoativo, cotensoativo e razio C/T

Os diagramas de fases psedoternarios foram construidos pelo método de titulagdo com
agua destilada a uma série de misturas constituidas por fase oleosa (selecionada no topico
anterior), tensoativo e cotensoativo (Tabela 2), pesados em propor¢des pré-estabelecidas,
conforme a Tabela 3. Apos a pesagem e a completa homogeneiza¢do dos componentes num
sistema monofasico transparente, esse sistema titulado com agua destilada, gota a gota e sob
agitacdo constante, até o surgimento de turbidez, que indica o fim da regido de microemulsao.
A composicao dos diferentes pontos do diagrama foi calculada pela equacdo: % CT + % F.O
+ % F.A = 100%, onde C/T representa a mistura tensoativo/cotensoativo, o F.O, a fase oleosa
e a F.A, fase aquosa. Os diagramas foram construidos com auxilio do software ORIGIN®.
Todos os diagramas foram construidos na razdo C/T 1:1. Os diagramas com as maiores areas
de microemulsao foram empregados para estudo da razdo C/T, que foi variada nas proporgdes

de 1:2 e 2:1 (NEMICHAND; LAXMAN; 2016).
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Tabela 2 - Tensoativos e cotensoativos estudados na formulacdo das microemulsdes.

Tensoativo Cotensoativo

Tween® 80 Etanol 95%
Tween® 20 2-propanol
Span® 20 1,2-hexanediol
Span® 80 1,2-octanediol
Brij® 93
Span® 83
Span® 85

Tabela 3 - Quantidades de cotensoativo/tensoativo (razao 1:1) e fase oleosa para

construcao do diagrama de fases.

Ponto C/T Fase oleosa

% massa (g) % massa (g)  Total
1 100 0,95 0 0,05 lg
2 90 0,9 10 0,1 lg
3 80 0,8 20 0,2 lg
4 70 0,7 30 0,3 lg
5 60 0,6 40 0,4 lg
6 50 0,5 50 0,5 lg
7 40 0,4 60 0,6 lg
8 30 0,3 70 0,7 lg
9 20 0,2 80 0,8 lg
10 10 0,1 90 0,9 lg
11 5 0,05 95 0,95 lg

Legenda: C/T - Cotensoativo/tensoativo.

4.2.2 Selecao do diagrama e escolha da propor¢ao de cada componente da formulagcao

Apbs a obtengdo e andlise de todos os diagramas, o sistema selecionado foi aquele que
apresentou maior regido de microemulsao na drea com maior teor de agua, uma vez que neste
estudo havia interesse na obtencdo de formulacdes do tipo 6leo em agua (O/A), com
quantidades de tensoativo/cotensoativo mais baixas possiveis, para ndo onerar o custo de
producdo. Um outro critério que interferiu nos citados foi a quantidade de MX incorporado a

cada formulagao.
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4.2.3 Preparo das formulacoes

Para o preparo das formulagdes, pesou-se cada componente no mesmo recipiente e
apds a obtengdo do sistema microemulsionado, o MX foi adicionado em pequenas fragoes,
sob agitagdo magnética até a completa homogeneizacdo do sistema. Foram estudadas 6
microemulsdes com diferentes composi¢des e varidvel capacidade de incorporacdo do

farmaco.

4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica das microemulsoes

4.2.4.1 Indice de refracio

O indice de refragao (IR) foi determinado por meio do refratometro de bancada do tipo

Abbé¢, aferido com agua destilada.

4.2.4.2 Mensuracio do tamanho de goticula, potencial zeta e indice polidispersao (PDI)

As medidas relativas aos tamanho de goticula, potencial zeta e PDI foram obtidas com

o auxilio do equipamento Zetasizer ZS.

4.2.4.3 Transmitancia

Neste método, a porcentagem de transmitancia das formulagdes foi mensurada em
espectrofotometro UV/Vis no comprimento de onda de 650 nm, usando adgua destilada como

branco (NEMICHAND; LAXMAN; 2016).
4.2.4.4 Determinacio do pH das microemulsoes
A determinagdo do pH das microemulsdes foi realizada através de um potencidmetro

previamente calibrado com as solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0. O eletrodo foi introduzido em

um volume de 10 mL da formulagao.
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4.2.4.5 Determinacao da viscosidade e comportamento reoldgico das microemulsoes

A determinag¢do da viscosidade e o comportamento reologico das microemulsdes
foram avaliadas em redmetro Brookfield Viscometer modelo DV-II + Pro (Spindle: SC4-18)

com auxilio do software Brookfield Rheocalc versao 3.2.
4.2.4.6 Condutividade elétrica

O ensaio da condutividade elétrica foi realizado em condutivimetro, apos calibracao

com solugdo de calibracao de condutancia 1408 uS/cm a temperatura de 25°C.

4.2.4.7 Quantificacdo do farmaco solubilizado na formulacio através de

espectrofotometria de UV (REDDY; MUTALIK; RAO, 2006).

Para este teste, 0,5 - 1 g de cada formulagdo foi pesado e dissolvido em 50 mL de
tampao fosfato pH 7,4. Em seguida, uma aliquota de 300 pL dessa solugao foi diluida em 50
mL do mesmo solvente para leitura em espectrofotometro UV-Vis. A metodologia para a
selecdo do comprimento de onda e para a obtencdo da curva de calibragdo foi a mesma
descrita nos itens 4.2.1.1.1 e 4.2.1.1.2 respectivamente, sendo que o solvente utilizado para
solubilizar o MX, neste caso, foi o tampao fosfato pH 7,4. Para o branco, foram preparadas
microemulsdes sem a adi¢do do farmaco com composi¢do idéntica a cada formulagdo
analisada, todas elas foram submetidas as mesmas pesagens e diluicdes que a amostra
correspondente. O MX solubilizado na microemulsdo foi quantificado pela equacdo da reta
gerada pela curva de calibracdao. O teor de farmaco solubilizado foi calculado, pela razdo da
quantidade efetivamente doseada pela da quantidade de farmaco acrescentada a formulagao,

conforme a formula;:

(9) farmaco experimental
X

Teor de farmaco solubilizado = 100.

(g)farmaco tedrico
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4.2.4.8 Teste de centrifugacio

As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm por 120 minutos. Apos essa
etapa, as microemulsdes sofreram inspe¢do visual e sistemas em que ndo foram evidenciadas

separacao de fases foram considerados estaveis.

4.2.5 Espectro de absor¢ao dos componentes selecionados para formulaciao

Para investigar a especificidade do método descrito no item 4.2.4.7, em quantificar o
MX na presengca dos outros componentes da ME, uma comparacdo da varredura dos
componentes isolados e na microemulsdo, nos comprimentos de onda de 200 a 800 nm, com
as varreduras das solugdes de minoxidil (itens 4.2.1.1.1 ¢ 4.2.4.7) foi realizada. Os
componentes isolados e a microemulsdao foram diluidas tanto metanol como em tampao

fosfato pH 7.,4.

4.2.6 Analise estatistica

A média e o desvio padrao foram calculados pelo software Excel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcido do diagrama de fases pseudoternario para a delimitacio das regioes de

microemulsao

5.1.1 Selecao da fase oleosa

A origem deste estudo foi baseada na problematica ja bem descrita na literatura dos
efeitos adversos decorrentes do uso de etanol e propilenoglicol como solventes na composi¢ao
de formulagdes de uso farmacéutico. O MX ¢ pouco soluvel em dgua (Quadro 7), mas soluvel
em propilenoglicol e etanol. Neste estudo, buscou-se uma fase oleosa em que o farmaco
apresentasse solubilidade semelhante ou maior a ambos os componentes, afim de substitui-los

na formulagao.

Quadro 7 - Solubilidade do Minoxidil (temperatura ambiente).

Solvente Solubilidade (mg/ mL)
Propilenoglicol 75

Metanol 44

Etanol (95%) 29
2-Propanol 6,7

Agua 2,2
Cloroférmio 0,5
Acetona <0,5

Fonte: FLOREY, 1996.

Para isso, MX em excesso foi adicionado as fases oleosas acessiveis no Laboratério de
Inovacao e Desenvolvimento de Tecnologia Farmacéutica — LIDETEF, (acido oleico e
miristato de isopropila). Para a quantificacio do MX que foi solubilizado, determinou-se o
comprimento de onda de absor¢ao maxima para este farmaco.

A partir da andlise da varredura da solugdo de MX em metanol na Figura 20, fica
evidente que o farmaco estudado gerou picos de absor¢ao maxima nos comprimentos de onda
230.7, 261.89 e 285.2 nm. Estes picos de absor¢ao sao semelhantes aos obtidos por Florey,
1996 (230.8, 261.4, 286.3 nm). Neste estudo, optou-se pelo uso do comprimento de onda de
285 nm.
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Figura 20 - Espectro de absor¢ao na regiao do UV/Vis da solu¢do de MX em metanol a 10
pg/mL. Faixa de varredura: 200 a 800 nm.
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Ap6s a selegao do comprimento de onda, a elaboragdo da curva de calibragao (Figura
21) resultou a equagdo da reta y= 0,0644x + 0,004. A faixa de concentracdo estudada (1 a 7
pg/ mL) apresentou como coeficiente de correlagdo linear > = 0,999, comprovando que ha
linearidade no intervalo escolhido. A validagdo do método espectrofotométrico em UV para

quantificagdo de MX foi realizada por Singh et al. (2016).
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Figura 21 - Curva de calibragdo do MX em metanol.
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A quantidade de MX solubilizado foi doseado nas fases oleosas, conforme
demonstrado na Tabela 4. Nos dados tabulados, fica nitido que a solubilidade do MX no acido
oleico foi muito superior a quantidade solubilizada no miristato de isopropila, sendo por isso
escolhido como fase oleosa para a constru¢do dos diagramas de fases pseudoternarios. A
quantidade doseada, em mg/mL, para o 4cido oleico foi superior ainda a solubilidade do MX
relatada na literatura para o etanol e propilenoglicol (Quadro 7), o que permite a substituicao
de ambos adjuvantes pela fase oleosa e, ainda, a solubilizagdo de uma maior quantidade de
MX.

Assim como o propilenoglicol, o 4cido oleico também atua como um promotor da

permeacao (Quadro 6).

Tabela 1 - Quantificagdo do MX solubilizado nas fases oleosas (mg/mL)

Fase oleosa Quantidade doseada (mg/mL)
Acido oleico 211 +3,57

Miristato de isopropila 0,021 + 0,0007
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O acido oleico ja vem sendo empregado em formulagdes microemulsionadas nos quais
os farmacos a serem incorporados apresentam alta solubilidade nesta fase, como o aciclovir,
(MADHURA et al., 2013), tenofovir (DIVYA et al., 2014), MX (SUNITHA et al., 2013),
nebivolol (NEMICHAND; LAXMAN; 2016), piroxicam (ABD-ALLAH; DAWABA;
AHMED, 2010) e carbamazepina (ACHARYA et al., 2013).

5.1.2 Selecao do tensoativo, cotensoativo e razio C/T

Todos os tensoativos utilizados neste estudo sdo de natureza ndo iOnica, que ¢
considerada menos irritante e téxica em comparagdo aos tensoativos de categoria iOnica
(EFFENDY; MAIBACH, 1995; KUMAR; MITTAL, 1999).

Dentre os cotensoativos, os alcoois de cadeia média e curta sdo associados a efeitos
adversos toxicos (KUMAR; MITTAL, 1999)

1,2-Alcanedidis como 1,2-pentanediol (C5), 1,2-hexanediol (C6) ou 1,2-octanediol
(C8) possuem excelente propriedade hidratante, alta solubilidade em 4gua e eficiéncia como
solvente, e por este motivo sao frequentemente utilizados em formulagdes cosméticas (LEE et
al., 2011).

Dentre os 1,2-alcanedidis 1,2-butanediol, 1,2-pentanediol, 1,2-hexanediol, 1,2-
octanediol e 1,2-decanediol, o que apresenta menor potencial irritante ¢ o 1,2-hexanediol
(LEE et al,, 2011). Em comparagao aos cotensoativos listados para este estudo, o mais seguro
para uso em formulag¢des farmacéuticas.

As Figuras de 22 a 27 detalham os diagramas obtidos variando-se os cotensoativos
listados na Tabela 7 com os tensoativos Tween® 20, Tween® 80, Span® 80 e Brij® 93. Pode-se
notar que os diagramas construidos com o cotensoativo 1,2-hexanediol foram os que
apresentaram maior regido de microemulsdo. Considerando este dado e o quesito seguranga,
os diagramas contendo os tensoativos Span® 20, Span® 83 e Span® 85 foram construidos
somente com este cotensoativo.

Dos 19 diagramas construidos na razdo C/T 1:1 (Tabela 5), os sistemas que usaram o
cotensoativo 1,2-hexanediol juntamente com os tensoativos Tween® 20, Tween® 80 e
Span® 83, foram os que apresentaram areas de microemulsdo mais extensas, sendo a maior
regifio obtida com o uso do tensoativo Tween® 20 (Figura 22, D-3). Ao contrério do diagrama
construido com o tensoativo Span® 83, os diagramas D-3 e D-7 (Figura 23) possibilitam o
desenvolvimento de formulagdes do tipo O/A com menores quantidades da mistura

tensoativo/cotensoativo, mesmo em areas com maior teor de fase oleosa.
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Figura 22 - Diagramas de fases pseudoternarios construidos com acido oleico, agua,
Tween® 20 e os cotensoativos etanol, 2-propanol, 1,2-hexanediol e 1,2-octanediol.
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Legenda:

ME: microemulsao;

O+M+A: 6leo + microemulsdo + agua;

O+M+G: 6leo + microemulsdo + gel;

O+M+E+A: 6leo + microemulsdo + emulsao + agua.
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Figura 23 - Diagramas de fases pseudoternarios construidos com acido oleico, agua,
Tween® 80 e os cotensoativos etanol, 2-propanol, 1,2-hexanediol e 1,2-octanediol.
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Legenda:

ME: microemulséo;
O+M+A: 6leo + microemulsdo + agua;
O+M+G: 6leo + microemulsao + gel;

O+M+E: 6leo + microemulsdo + emulsdo

O+M+E+A: 6leo + microemulsdo + emulsdo + agua.



Figura 24 - Diagramas de fases pseudoternarios construidos com acido oleico,
Brij® 93 e os cotensoativos etanol, 2-propanol, 1,2-hexanediol e 1,2-octanediol.
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Legenda:

ME: microemulsdo; +M+A: 6leo + microemulsdo + agua;

O+M+E+A: 6leo + microemulsdo + emulsdo + agua.
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Figura 25 - Diagramas de fases pseudoterndrios construidos com &cido oleico, agua,
Span® 80 e os cotensoativos etanol, 2-propanol, 1,2-hexanediol e 1,2-octanediol.
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Legenda:

ME': microemulsao;

O+M+A: 6leo + microemulsdo + agua;

O+M+E+A: 6leo + microemulsdo + emulsdo + agua.



Figura 26 - Diagramas de fases pseudoternarios construidos com dacido oleico,
Span® 20, Span® 83, Span® 85 e o cotensoativo 1,2-hexanediol.
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Legenda:

ME: microemulséo;
O+M+A: 6leo + microemulsao + agua;

O+M+E+A: 6leo + microemulsdo + emulsao + agua.



Figura 27 - Diagramas de fases pseudoterndrios construidos com &cido oleico, agua,

Tween® 20 e Span® 83 e o cotensoativo 1,2-hexanediol, nas razdes C/T de 1:2 e 2:1.
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Legenda:

ME': microemulsao;
O+M+A: 6leo + microemulsao + agua;

O+M+G: 6leo + microemulsdo + gel

O+M+E+A: 6leo + microemulsdo + emulsdo + agua.




Tabela 2 - Composi¢ao dos diagramas de fases pseudoternarios.

Diagrama Razdo C/T Tensoativo Cotensoativo Fase oleosa Fase aquosa
D-1 1:1 Tween® 20 etanol acido oleico dgua
D-2 1:1 Tween® 20 2-propanol acido oleico agua
D-3 1:1 Tween® 20  1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -4 1:1 Tween®20  1,2-octanediol 4cido oleico dgua
D-5 1:1 Tween® 80 etanol acido oleico agua
D -6 I:1 Tween® 80 2-propanol acido oleico agua
D -7 1:1 Tween® 80  1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -8 I:1 Tween® 80  1,2-octanediol 4cido oleico agua
D-9 1:1 Brij® 93 etanol acido oleico agua
D-10 1:1 Brij® 93 2-propanol acido oleico agua
D -11 1:1 Brij® 93 1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -12 1:1 Brij® 93 1,2-octanediol  4cido oleico agua
D-13 1:1 Span® 80 etanol acido oleico dgua
D -14 1:1 Span® 80 2-propanol  4cido oleico dgua
D -15 I:1 Span® 80 1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -16 1:1 Span® 80 1,2-octanediol  4cido oleico agua
D -17 1:1 Span®20  1,2-hexanediol 4cido oleico dgua
D -18 1:1 Span® 83 1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -19 I:1 Span® 85 1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -20 1:2 Tween® 20  1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -21 2:1 Tween® 20  1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -22 1:2 Span® 83 1,2-hexanediol 4cido oleico agua
D -23 2:1 Span® 83 1,2-hexanediol 4cido oleico agua
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Visando estudar o aumento da regido de microemulsdo, novos diagramas com os

tensoativos Tween® 20 e Span® 83 foram construidos nas razdes C/T 1:2 e 2:1 (Figura 27).

Por questdes técnicas, ndo foi possivel dar continuidade aos estudos relacionados com o

tensoativo Tween® 80.

Além das regides de microemulsdo, os diagramas apresentaram dominios constituidos

por trés fases: O+M+A (6leo + microemulsdo + agua), O+M+G (6leo + microemulsao + gel),
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O+M+E (6leo + microemulsao + emulsdo), e quatro fases O+M+E+A (6leo + microemulsdo
+ emulsdo + dgua).

Como pode ser visto pela Figura 27, os diagramas construidos com o tensoativo
Span® 83, em ambas as razdes, apresentaram dreas de ME menores que a obtida pelo
diagrama D-3 (Figura 22). Os diagramas construidos com o tensoativo Tween® 20 (D-20 e D-
22 — Figura 27) continuaram apresentando uma boa regido de microemulsdo. O diagrama D-
20 foi descartado, pois, ao contrario do diagrama D-3, requer maior quantidade da mistura
tensoativo/cotensoativo para possibilitar o desenvolvimento de formulagdes com teor de fase
oleosa proximas a 30%. O diagrama D-22, que apresenta o dobro de cotensoativo em relagao
ao tensoativo, também foi descartado, por nao oferecer mudangas significativas em relacao ao
diagrama D-3. O uso de uma maior quantidade de cotensoativo neste caso, ¢ desvantajosa
uma vez que o preco do cotensoativo € bem superior ao do tensoativo. Sendo assim, ao final,

o diagrama D-3 foi selecionado.

5.2 Preparo das formulag¢des

Apbs a andlise do diagrama D-3 e tendo em vista a concentragdo de MX que se tinha
interesse em incorporar em ME do tipo O/A, a proporcdo de cada componente de cada
formulagdo foi definida.

Buscando otimizar as microemulsdes desenvolvidas por Jaipakdee et al. (2016) e Sakr
et al. (2013), que continham etanol e propilenoglicol em suas formulagdes, concentragdes de
2 e 5% foram preparadas. Para solubilizar o MX a 2 e 5% foi necessario 10 e 15% de fase
oleosa, respectivamente. Estas formula¢des apresentaram 35 a 50% de 4gua na sua
composi¢ao (Tabela 6).

Considerando que o objetivo deste trabalho também foi a incorporagdo de uma
concentragdo de MX superior a disponivel comercialmente, as formulag¢des contendo 8, 9 e
10% de MX foram preparadas. Levando em conta a solubilidade do MX na fase oleosa, para
estas formulagdes foi necessaria maior quantidade de 6leo (25 € 30 (p/p)). Nestes sistemas, a
porcentagem de agua foi de 20 a 25% (Tabela 6).

A quantidade de tensoativo e cotensoativo para ficar dentro da drea monofasica de ME
e longe da fronteira com regides de transicdo de fases (Figura 28), foi fixada em 40% para as
formulagdes de 2 e 5% e 50% para as formulagdes de 5, 8, 9 e 10%. Os pontos de transi¢ao
referentes as formulagdes de 2 a 5% e de 8 a 10% apresentaram 33% e 44,91% de T+C,

respectivamente.
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Tabela 3 - Composicao das microemulsoes (p/p) de acordo com a quantidade de MX.

Formulacio % MX Razio C/T % Oleo % (T+C) % Agua
F-1 2 1:1 10 40 50
F-2 5 1:1 15 40 45
F-3 5 1:1 15 50 35
F-4 8 1:1 25 50 25
F-5 9 1:1 25 50 25
F-6 10 1:1 30 50 20
Legenda:

T: Tensoativo - Tween® 20

C: cotensoativo - 1,2-hexanediol

Uma vez definida a composicdo de cada formulacdo, as microemulsdoes foram
preparadas e, apos a adicao do MX, apresentaram-se sob analise macroscopica, homogéneas,
pouco viscosas € de coloragdo amarelada, com intensidade proporcional a concentragdo do
farmaco. O odor da formulagao foi caracteristico ao do acido oleico.

No total, seis formulacdes foram propostas e todas passaram por caracterizagdo fisico-

quimica.

Figura 28 - Pontos escolhidos para o preparo das formulacdes F-1, F-2, F-3, F-4, F-5 e F-6.
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5.3 Caracterizacao fisico-quimica das microemulsoes

5.3.1 indice de refracio

O IR decresceu gradualmente com o aumento da concentracdo da fase oleosa e
diminui¢do da fase aquosa (Tabela 7). O IR mais elevado foi de 1,4551, compativel ao que foi
encontrado por Moghimipour, Salimi e Eftekhari (2013), e Okur e colaboradores (2016) o que

confirma a transparéncia das formulagdes.

Tabela 4 - Tamanho de goticula, indice de polidispersao (PDI), transmitancia (T) e indice de
refracdo (IR) nas microemulsdes preparadas (média + DP, n=3).

Formula¢io Tamanho (nm) PDI T (%) IR
F-1 25,33+9,53 0,398 £ 0,155 99,6 1,403+ 0
F-2 57,16+ 0,895 0,267 +0,002 99,2 1,416 +0,0002
F-3 52,51 +£10,93 0,256 +0,035 99,3 1,428 +0,0002
F-4 101,19+ 2,54 0,358 £ 0,039 98,2 1,443 +0,0002
F-5 119,03 +3,11 0,265+ 0,008 97 1,447 +0,0002
F-6 151,63 +£2,00 0,318+0,029 96,8 1,4551 +0,0005

5.3.2 Determinacio do tamanho de goticula e indice polidispersao (PDI)

O tamanho médio de goticula determinado nas formulagdes foi pequeno (25,33-151,63
nm), compativel com o tamanho de microemulsdo e nanoemulsdo. O tamanho de goticula
cresceu com o aumento da concentracdo da fase oleosa e do farmaco.

O tamanho desejavel para uma microemulsao ¢ de 100 nm, o que ¢ compativel com as
formulagdes com até 8% de MX (F-4) (Tabela 7). As formulagdes de 9 e 10% (F-5 e F-6)
podem se enquadrar pelo tamanho de goticula em nanoemulsdes, apesar de possuir formagao
espontanea e manter a transparéncia. Entretanto, alguns pesquisadores, (SHAH et al., 2010,
BASHEER; NOORDIN; GHAREEB, 2013, NEMICHAND; LAXMAN, 2016 e OKUR et al.,
2016) classificam ainda como microemulsdo sistemas em que as goticulas apresentaram

tamanho de até 200 nm.
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As formulagdes F-2 e F-3 ndo apresentaram diferencas significantes em relacao ao
tamanho de goticula obtido. Sendo assim, a formulagdo F-2 com 45% de agua e 40% de C/T
pode ser considerada a melhor op¢do para comercializagdo de MX a 5%.

O PDI ¢ um indicador de estabilidade e distribui¢do de tamanho das goticulas. Seu
valor varia de 0,0 a 1,0. Quanto maior o PDI, menor a uniformidade entre o tamanho de
goticulas (PATEL et al., 2013), e, inversamente, quanto mais proximo de zero, maior a
homogeneidade de tamanho entre as goticulas (MOGHIMIPOUR; SALIMI; EFTEKHARI,
2013).

O PDI neste estudo foi inferior a 0,5 em todas as formulagdes, indicando que a
distribuicao de goticulas ¢ monodispersa (NEMICHAND; LAXMAN, 2016), o que pode ser
melhor avaliado pela Figura 29. A formulacdo F-2 apresentou distribuicdo em pico Unico

abaixo de 100 nm, demonstrando boa uniformidade no didmetro das goticulas geradas.

Figura 29 - Tamanho de goticula e PDI de uma das triplicadas da formulacao F-1.
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Z-Average (r.nm): 20,71 Peak 1: 30,80 86,1 11,40
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Figura 30 - Tamanho de goticula e PDI de uma das triplicadas das formulacoes F-2 e F-3.
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Figura 31- Tamanho de goticula e PDI de uma das triplicadas das formulagdes F-4 e F-5.
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Figura 32- Tamanho de goticula e PDI de uma das triplicadas da formulagao F-6.

F_6 Size (r.nm): % Intensity ~Width (r.n...

Z-Average (r.nm): 1501 Peak 1: 1735 98,5 59,51
Pdl: 0,298 Peak 2: 2686 1,5 163,7
Intercept: 0,747 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good
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Record 404: Microemulsdo de minoxidil 10% - Fernanda 1

5.3.3 Transmitancia

A porcentagem de transmitancia encontrada neste estudo variou de 96,8 a 99,6%,
indicando a natureza transparente das formulagdes. Estes valores estdo em concordancia com

os obtidos por Thakkar e colaboradores (2011), Shahu, Wadetwar e Dixit (2013) e Patel e
colaboradores (2013).

5.3.4 Determinaciao do pH das microemulsdes

O pH das formulacdes esta estritamente ligado aos excipientes utilizados
(NEMICHAND; LAXMAN, 2016). Neste estudo, o pH das microemulsdes variou de 5,3 a
5,89 (Tabela 8), proximo ao pH de maior estabilidade do MX, que ¢ 5, e ao pH do couro
cabeludo que ¢ de 5,5, evitando assim o risco de irritagdo (FLOREY, 1996; GAVAZZONI
DIAS et al., 2014).



Tabela 5 - Viscosidade, pH, potencial zeta e condutividade (média = DP, n=3).
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Formulagio Viscosidade pH Potencial zeta  Condutividade
(cP) (mV) (nS/cm)
F-1 23,27+0,11 5,3+0,01 -1,08 +1,58 91,8+ 0,1
F-2 35,87 +0,14 5,66 + 0,005 -0,03+0,17 89,5+ 0,95
F-3 41,67 0,07 5,75+ 0,01 0,023 +£0,22 73,5+ 0,05
F-4 76,81 +£0,47 5,76 + 0,005 - 0,065+ 0,027 50,8 +£0,32
F-5 82,56 £ 0,16 5,89 +£0,01 -0,088 +0,137 36,5+ 0,14
F-6 95,16 £ 0,42 5,89 + 0,005 -0,198 + 0,283 29,8 £ 0,1

5.3.5 Determinacio da viscosidade e comportamento reolégico das microemulsoes

De acordo com os reogramas obtidos, as microemulsdes exibiram fluxo newtoniano
(Figura 30), que ¢ seu comportamento usual.

A média de viscosidade para todas as formulagdes foi baixa, o que ja era esperado por
ser caracteristico desses sistemas. No caso especifico da veiculagdo de MX para aplicagdao no
couro cabeludo, essa caracteristica ¢ desejavel para facilitar a espalhabilidade da formulagado
sem engordurar ou enrijecer os fios. Entretanto, se desejavel, a baixa viscosidade das
microemulsdes pode ser facilmente contornada pela adicdo de agentes gelificantes como o
natrosol (SUNITHA et al., 2013), hidroxipropilmetilcelulose (SABALE; VORA, 2012), goma
xantana (CHEN et al., 2006) e carbopol (SAHOO; PANI; SAHOO, 2014).

Nos diagramas obtidos com os tensoativos Tween® 20 e Tween® 80 em conjunto com
o cotensoativo 1,2-hexanediol, ¢ possivel observar que hd uma &rea fora da regido de
microemulsdo que permite o desenvolvimento de formulagdes com viscosidade semelhante a
de um gel. Esta area pode ser aproveitada no futuro para o desenvolvimento de outros tipos de
sistemas de liberagdo para o MX.

Os valores obtidos neste estudo foram proximos aos valores encontrados por Ghosh et
al. (2005), Hyma; Chandra e Laharika (2013); Shahu et al. (2013); Jaipakdee et al. (2014),
Divya et al. (2014); Okur et al. (2016).



Figura 33 - Comportamento da variagdo de viscosidade versus velocidade de rotacao das

microemulsdes F-1 e F-2.
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Figura 34 - Comportamento da variagdo de viscosidade versus velocidade de rotacao das
microemulsdes F-3 e F-4.
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Figura 35 - Comportamento da variagdo de viscosidade versus velocidade de rotacao das
microemulsdes F-5 e F-6.
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5.3.6 Condutividade elétrica

A medida da condutividade elétrica em sistemas emulsionados ¢ importante para
detectar qual ¢ a fase dispersante no sistema. Se a fase dispersante for o 6leo, espera-se baixos
valores de condutividade, uma vez que 6leo nao ¢ um bom condutor de elétrons. E, de forma
contraria, se a fase dispersante for a 4gua, espera-se maiores valores de condutividade.

A condutividade medida para as 6 formulagdes de microemulsdo variaram na faixa de
29,8 a 91,8 pS.cm’!, com valores progredindo de acordo com a quantidade de 4gua presente
na formulagao. Estes valores s3o compativeis com estudos que desenvolveram microemulsdes
do tipo dgua em o6leo (A/O) (Quadro 8) (KANTARCI et al, 2007, MOGHIMIPOUR;
SALIMI; EFTEKHARI, 2013), ja4 que a condutividade de ME do tipo O/A apresentam
valores mais altos. Entretanto, apesar da condutividade medida para as formulagdes F-1 a F-6
ndo serem tao elevadas quanto nos estudos de Acharya et al. (2003) e Nemichand e Laxman
(2016), acredita-se que foram obtidas microemulsdes do tipo O/A.

Em uma analise mais aprofundada, pode-se notar que nas microemulsdes do tipo A/O
obtidas por Kantarci e colaboradores (2007) o teor de 6leo adicionado as formulacdes (27,2 a
34,6%) foi relativamente superior ao teor de agua (4,5 a 10%) (Quadro 9). O mesmo ocorreu
em Moghimipour, Salimi e Eftekhari (2013), com 5 a 10% de agua em formulagdes com 20 a
40 % de 6leo. Além disso, ambos os autores fizeram uso do tensoativo Span® 80, com EHL

baixo ideal para formulagdes do tipo A/O (EHL 4,3).

Quadro 8 - Condutividade elétrica das microemulsdes do tipo O/A e A/O.

Autor Condutividade Classificacio
(uS/cm)
KANTARCI et al., 2007 18,8 20,2 A/O
MOGHIMIPOUR; SALIMI; EFTEKHARI, 2013 46 a 136 A/O
ARCHARYA etal., 2013 220 a250 O/A
NEMICHAND; LAXMAN, 2016 178 a 201 O/A

Quadro 9 - Tipos de microemulsdo de acordo com o EHL e teor de 6leo e agua.

Autor Tensoativo (EHL) Classificacio % oleo % agua

KANTARCI et al., 2007 Span 80 (4,3) AJO 272 a34,6 4,52a10
MOGHIMIPOUR; SALIMI; EFTEKHARI, 2013 Span 80 AJO 20 a 40 5al0
ARCHARYA et al,, 2013 Tween 80 (15.0) O/A 10 a 15 10 a 25
NEMICHAND; LAXMAN, 2016 Tween 80 O/A 14 a 20 10a12
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Ja nos estudos feitos por Nemichand e Laxman (2016) e Acharya e colaboradores
(2013), as microemulsdes com os maiores valores de condutividade elétrica eram compostas
por maior quantidade de dgua e empregaram tensoativo predominantemente hidrofilico,
Tween® 20 (EHL 16.7), assim como as microemulsdes F-1 a F-5.

Considerando ainda que segundo Bumajdad e Eastoe (2004) a condutividade de
microemulsdes do tipo A/O varia em torno de 1 a 10 uS.cm™, as microemulsdes obtidas neste
estudo podem ser considerados do tipo 6leo em agua.

Vale a pena ressaltar que a condutividade sera tanto maior quanto maior for a presenga
de eletrdlitos no meio, que pode ser oriunda da qualidade da dgua purificada empregada nos
ensaios ou até mesmo da presenca de componentes ionizaveis, como o firmaco ou outros
componentes i0nicos. Isso pode justificar a diferenca de dados obtidos entre este estudo e os

de outros autores.

5.3.7 Potencial zeta

Valores de potencial zeta em £ 30 mV sdo preferiveis no quesito de indicagdo de
estabilidade fisica (NEMICHAND e LAXMAN, 2016). Valores de potencial zeta
extremamente positivos ou negativos indicam o predominio de forgas repulsivas entre as
particulas, diminuindo a probabilidade de coalescéncia e garantindo, com isso, a
homogeneidade de tamanho das goticulas dispersas (ZHU et al., 2015).

O potencial zeta da maioria das formulagdes foi proximo de zero, indicando auséncia
de carga entre as goticulas, o que ¢ condizente, uma vez que as goticulas estavam revestidas
por um tensoativo ndo-idnico. Outro fator que pode ter influenciado nos valores obtidos é o
pH da formulagao (GUSTAFSSON et al, 2000; CHANG et al., 2015; NEMICHAND E
LAXMAN, 2016).

Os valores obtidos neste estudo (-1,08 a 0,023) que foram proximos aos resultados
obtidos por Porecha et al., (2009), Shah et al., (2010), Patel et al., (2012), Acharya et al.,
(2013) e Okur et al., (2016).
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5.3.8 Quantificacao de farmaco incorporado

Determinado por espectrofotometria UV-Vis, a relagdo entre a quantidade de fArmaco
acrescentada a formulagdo e a quantidade efetivamente doseada permite calcular o teor real de
farmaco presente na formulagao.

O comprimento de onda selecionado para o doseamento foi de 285 nm, apesar de o
espectro de varredura do MX apresentar picos nos comprimentos de onda de 230, 260 e 288
nm (Figura 31). Isso ocorreu porque a opgao de fazer varredura ndo estava funcionando na
altura destas analises. Entretanto, acredita-se que ndo houve prejuizo a quantificacdo pela
pequena diferenga e por ter seguido comprimento de onda selecionado com base no artigo de

Purohit et al. (2014), que validou o método espectrofotométrico de UV para a quantificacao
do MX.

Figura 36 - Espectro de absorc¢ao na regido do UV/Vis da solugdo de MX em tampao fosfato

a 10 pg/mL. Faixa de varredura: 200 a 800 nm.
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Com o intuito de verificar a especificidade do método, ou seja, se no comprimento de
onda selecionado para a quantificagdo do MX nao coincidia com a absor¢do de nenhum outro
componente das microemulsdes, uma varredura de todos os componentes foi realizada nos
comprimentos de onda de 200 a 800 nm. Os componentes da formulagdo foram avaliados
isoladamente e em conjunto tanto em metanol como em tampao fosfato.

As Figuras 32 e 33 sobrepdem os espectros de absor¢do obtidos na regido do UV/Vis
da solugdo de MX, 1,2-hexanediol, Tween® 20 em metanol e tampdo fosfato pH 7,4; e do
acido oleico somente em metanol. Pela analise destes resultados, somente o acido oleico
apresentou picos de absorbancia na faixa de estudo, nos comprimentos de onda 206 ¢ 230 nm.

Em 285 nm, observa-se apenas a absor¢dao do MX.

Figura 37 - Sobreposicao dos espectros de absor¢ao na regiao do UV/Vis da solugao de MX e
dos outros componentes da formulagao em metanol. Faixa de varredura: 200 a 800 nm.
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Figura 38 - Sobreposicao dos espectros de absor¢ao na regido do UV/Vis da solugao de MX e
dos outros componentes da formula¢do em tampao fosfato pH 7,4.
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As Figuras 34 e 35 mostram a sobreposicdo dos espectros de absor¢do na regido do
UV/Vis, da microemulsdo com e sem MX juntamente com a solugdo de MX, realizada em
metanol e tampao fosfato pH 7,4. Como pode ser observado, a microemulsdo ndo tem
absor¢ao no comprimento de onda de 285 nm, o que garante a especificidade do método para

a quantificagdo de MX no comprimento de onda selecionado.

Figura 39 - Sobreposicdo dos espectros de absor¢ao na regido do UV/Vis da solucdo de MX,
microemulsao sem MX e com MX a 2% em metanol. Faixa de varredura: 200 a 800 nm.
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Figura 40 - Sobreposicao dos espectros de absorcao na regido do UV/Vis da solugdao de MX,
microemulsdo sem MX e com MX a 2% em tampao fosfato pH 7,4.
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A curva de calibragdo do MX em tampao fosfato pH 7,4 (Figura 36) apresentou
linearidade para a faixa estudada (1 a 7 pg/mL), r> = 0,997. A equacdo da reta y = 0,0579x +
0,0364 foi bem préxima a obtida por Purohit et al., 2014 (y=0,056x +0,036).

Figura 41 - Curva de calibragdo do MX em tampao fosfato pH 7.,4.
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A porcentagem e a quantidade maxima de MX até entdo solubilizadas nas formulagdes
reportadas na literatura constam no Quadro 10.

Nos estudos de Jaipakdee et al. (2016) e de Sakr e colaboradores (2013),
microemulsdes contendo MX incorporaram somente 36 mg/mL e 5% do farmaco, em virtude

da baixa solubilidade do MX nos solventes propilenoglicol e etanol.

Quadro 10 - Quantidade de minoxidil nos sistemas de liberagao reportadas pela literatura.

Sistema Autor Valor nominal Qnantidide doseada
(mg/mL)
Lipossomas MURA et al., 2007 - 33,1 mg/mL
Niossomas BALAKRISHNAN et al.,2009 - 48,76 mg/mL
Géis LOPEDOTA, et al ,2015 5% -
Nanoparticulas PADOIS et al. 2011 5% -
Microemulsoes* JAIPAKDEE et al., 2016 - 36 mg/mL
Microemulsdes * SAKR etal., 2013 5%

* Contendo propilenoglicol e etanol
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Neste estudo, gragas a alta solubilidade do MX no acido oleico, a quantidade de
farmaco doseada nas formulagdes foi de 20,80 a 100,44 mg/mL (Tabela 9), o equivalente a
concentracdo de MX de formulagcdo comercial (2 e 5%) e superior (8 a 10%), todas livres de
propilenoglicol e etanol.

O teor de farmaco nas formulagdes variou de 96,10 a 101,31%. A partir destes
resultados, podemos concluir que o MX acrescido a cada formulagdo foi efetivamente

solubilizado pelo sistema microemulsionado.

Tabela 6 — Quantificacio do MX incorporado as formulagdes (mg/mL) e teor de
farmaco (%) (média = DP, n=3).

Valor Quantidade doseada

Formulagao nominal (mg/mL) Teor de farmaco (%)
F-1 2% 20,80 + 0,175 08,88 + 0,835
F-2 5% 50,80 +£ 0,167 101,31 + 0,334
F-3 5% 49,54 + 0,290 99,15 + 0,582
F-4 8% 79,70 £+ 0,605 99,42 + 0,755
F-5 9% 87,26 £ 0,731 96,10 = 0,806
F-6 10% 100,44 + 0,335 100,27 + 0,335

Ainda que o propilenoglicol e etanol apresentem custo inferior ao do Tween® 20 e
1,2-hexanediol, esse cotensoativo, ao contrario do propilenoglicol, ndo desencadeia reagdes
de sensibilidade cutanea (JOHNSON JR et al., 2012).

O uso de uma formulagdo sem estes adjuvantes ¢ determinante para a adesdo de
pacientes que abandonam o tratamento em decorréncia do aparecimento de reagdes adversas a

estes constituintes.

5.3.9 Teste de Centrifugacao

Apds o tempo de centrifugacdo, todas as formula¢des permaneceram homogéneas,
sem evidéncia visual de instabilidade fisica, e sem decantacdo do farmaco solubilizado

(Figura 37).



Figura 42- Microemulsdes apds o teste de centrifugagao.
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CONCLUSAO

e A solubilidade do minoxidil em 4cido oleico foi bem superior ao valor encontrado na
literatura para o propilenoglicol e etanol, possibilitando a substituicdo destes

adjuvantes pela fase oleosa;

e Os diagramas com maiores regioes de microemulsdo foram obtidas utilizando o

cotensoativo 1,2-hexanediol em comparagdo com etanol, 2-propanol e 1,2-octanediol;

¢ A maior regido de microemulsdo foi obtida com o tensoativo Tween 20, cotensoativo

1,2-hexanediol, acido oleico e agua;

e O minoxidil incorporado nas formulacdes variou de 2 a 10 (p/p) ou 20,80 a 100,44

mg/mkL;

e A alta solubilidade do minoxidil no acido oleico permitiu o desenvolvimento de

formulagdes com 8 a 10% de farmaco;

e As formulacdes com teor de minoxidil semelhante as apresentagdes comerciais (2 e
5%), livres de propilenoglicol e etanol, foram preparadas contendo 50 e 45% de

conteudo aquoso, respectivamente;

e Todas as formulagdes apresentaram caracteristicas de ME quanto aos quesitos:

viscosidade, transmitancia, indice de refracao, teste de centrifugacao;

e Somente as formulagdes com quantidade < a 8% de minoxidil apresentaram goticula

com tamanho proximo a 100nm, dentro da escala de classificacdo das ME;

e A formulagdo F-4 foi considerada a melhor formulagdo, incorporando a concentragdo

inédita de 8% de minoxidil, em formulacao contendo 25% de agua;

e Foram obtidas, ainda, formulagdes com 10% de minoxidil, porém, o didmetro médio
das goticulas estava acima de 100 nm, ou seja, fora da escala tedrica para

microemulsdes
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