UNIVERSIDADE DE BRASfLIA,
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

JAYANARAIAN FERREIRA MARTINS ANDRADE

ESTRATEGIAS PARA O DIRECIONAMENTO FOLICULAR DE FARMACOS

BRASILIA
2024



JAYANARAIAN FERREIRA MARTINS ANDRADE

ESTRATEGIAS PARA O DIRECIONAMENTO FOLICULAR DE FARMACOS

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Ciéncias da Saude -
Universidade de Brasilia, como requisito
parcial a obteng¢do do titulo de Doutora em

Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof*. Dr®. Tais Gratieri

BRASILIA

2024



Autorizo a reproducdo e divulgacdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletrdnico, para fins de ensino, estudo ou pesquisa, desde que citada a fonte.

Ferreira Martins Andrade, Jayanaraian
FA554e Estratégias para o direcionamento folicular de farmacos /
Jayanaraian Ferreira Martins Andrade; orientador Tais
Gratieri. -- Brasilia, 2024.
110 p.

Tese(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) -- Universidade
de Brasilia, 2024.

1. Dutasterida. 2. Foliculo Piloso. 3. Iontoforese. 4.
Nanocarreadores. 5. Vesiculas Lipidicas. I. Gratieri, Tais,
orient. II. Titulo.




Jayanaraian Ferreira Martins Andrade

Titulo do trabalho: Estratégias para o direcionamento folicular de farmacos.

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-Graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas,
Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, como requisito parcial a obtenc¢ao

do titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em 13 de dezembro de 2024.

Banca Examinadora:

Prof®. Dr?. Tais Gratieri

Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia

Prof*. Dr®. Maria de Fatima Borin

Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia

Prof®. Dr?. Leticia Scherer Koester

Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Marlus Chorilli

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista



Dedico esta tese ao André Filipe Sales
Andrade, meu marido e parceiro de todas as
horas. “Nunca duvide de que vocé é o forte
sopro de vento que sinto ao estender minhas

asas. Por sua causa creio que posso voar!”.



AGRADECIMENTOS
A Deus primeiramente, toda honra e toda gloria, sempre!

Ao meu marido, André Filipe Sales Andrade, por ndo ter pensado duas vezes antes de pausar
todos os seus projetos e cruzar o oceano para me acompanhar em um pais completamente
diferente, com uma lingua estranha que nem eu nem vocé sabiamos falar. Obrigada ¢ muito
pouco, ainda assim, te agradeco por todo apoio, amor, compreensao, carinho e forga, que tanto

me foram essenciais nesse periodo. Sempre carregarei o seu sobrenome com orgulho.

A toda minha familia que sempre vibrou com minhas conquistas e construiu a estrutura que me
proporcionou viver tantos sonhos. Em especial a minha mae, Maria das Gragas, que sempre
sera para mim um referencial mulher, como diz a canc¢ao “meus dias sem os seus ndo daria”;
ao meu pai, Helder Sousa Martins, pelo seu amor e cuidado ao longo da minha vida inteira; e
ao meu irmao Thiago Mehari, por toda a parceria ao longo dos anos, por me inspirar e por me

dar sobrinhos lindos e inteligentes, Cecilia e Caio. Amo vocés incondicionalmente.

A minha orientadora, Prof*. Dr*. Tais Gratieri, so tenho a agradecer por tantas oportunidades,
aprendizado e pela excelente orientagdo. Obrigada pela indicag¢do para o doutorado sanduiche,
pela confianca e pelo apoio no meu trabalho. Vocé€ € uma inspiragdo como pesquisadora e, sem

sombra de duvidas, ¢ a melhor que nés temos. Muitissimo Obrigada!

Ao Prof®. Dr. Guilherme Martins Gelfuso, por todos os puxdes de orelha, principalmente na
apresentacdo dos meus dados, certamente meus graficos hoje sdo mais bonitos! Mas obrigada

também por todo acolhimento e por todas as colaboracdes cientificas.

A todos os meus amigos e companheiros de trabalho do Laboratério de Tecnologia de
Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC) da Universidade de Brasilia. Obrigada
Breno Noronha, Camila Cardoso, Geisa Barbalho, Giovanna Barcelos, Jonad Contarato, Lenart
Alcantara, Lucas Fraga, Luma Nogueira, Rayssa Ferreira, Marianne Costa, Mateus Torquato,
Mikaella Costa, Paula Martins, Thamires Miranda e Venadncio Amaral. Obrigada por
compartilharem essa jornada comigo, vocés tornaram os dias mais leves e divertidos com um

cafezinho e um bolo de milho com requeijao.

Ao Rafael Vieira Rocho, por estar sempre disposto a aprender e a trabalhar.



A Kariane Nunes, por todas as discussdes cientificas, por todo apoio, amizade e por todos os

cafezinhos que compartilhamos.

Ao Prof. Dr. Marc Schneider por ter me recebido tdo bem na Alemanha, junto ao seu grupo de
pesquisa, no Institut fiir Biopharmazie und Pharmazeutische Technologie, da Universitit des
Saarlandes. Obrigada Agnes, Armin, Camila, Charlotte, Elena, Janis, Justin, Kristela, Phillip,
Stefan, Thomas, Marc, Marijas, Maryam. Em especial ao Akram e a Salma pelo acolhimento e

compreensdo tdo particulares de quem esta longe de casa.

A Mariana Martinho, por toda amizade, carinho, risadas, forga, cafezinhos superfaturados,
comprinhas, aulinhas na velocity e por tantas outras coisas; mas principalmente pelo Hique, a

tia Jaya ama vocés demais.

A Alana Almeida, por toda amizade e companheirismo ao longo dos anos, dentro e fora da
universidade. E uma honra dividir essa jornada com vocé! E obrigada pelo meu sobrinho Davi,

amo VoceEs.

Ao Pedro Ribeiro Fontes, por ser um cientista excelente, por me ensinar tanto e por sempre

estar acessivel, ndo importa quanto tempo passe, muito obrigada!
A CAPES, pelo suporte financeiro (codigo 001).

E a todos que contribuiram de alguma forma para esse trabalho, meu muito obrigada, de

coracao!



“Eu fico a imaginar, meu eu de 10 anos atras
Me chamando pra conversar. O que serd que

ele vé? Sera que gosta do que eu me tornei?

Vocé nem pode imaginar, o quanto na vida ha
de ter coragem pra viver! Vocé vai cair e vai
errar, mas também vai se levantar. E acima de
tudo ha de ter coragem pra viver.

’

Coragem pra viver e for¢a pra continuar...’

Manda, Coragem.



RESUMO

MARTINS ANDRADE, J. F. Estratégias para o direcionamento folicular de farmacos.
Brasilia, 2024. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2024.

Os foliculos pilosos (FPs) sdo uma via de interesse para a administracdo de medicamentos no
tratamento de diversas doencas que afetam a pele. Na primeira parte do trabalho, verificou-se
a influéncia do tamanho e da carga superficial de nanoparticulas (NPs) de gelatina na
profundidade de deposicdo nos FPs com e sem aplicacdo de iontoforese (ION). A ION ¢é um
método fisico para promocao da permeacgdo de farmacos que funciona através da aplicagdo de
uma corrente eléctrica fraca a uma formulacdo aplicada em um tecido biologico. A permeacao
pode ser direcionada aos FPs pois essas estruturas representam uma via de menor resisténcia
elétrica para a corrente aplicada, bem como um reservatdrio de fAirmaco, particularmente til
para NPs, que preferencialmente acumulam-se nestas estruturas quando aplicadas topicamente.
A combinag¢do de ambas as estratégias pode fornecer melhores resultados. Quatro NPs de
gelatina foram obtidas com tamanhos variando de 220 a 770 nm e cargas opostas. As NPs foram
totalmente caracterizadas. Experimentos de penetrag¢do cutanea in vitro com e sem ION por 6
horas foram realizados para avaliacdo do perfil de deposicdo por microscopia confocal de
varredura a laser. As maiores NPs carregadas positivamente (AG) resultaram em um maior
acumulo, atingindo por¢des mais profundas dos FPs, e mostraram que a ION aumentou ainda
mais sua deposi¢do, seguido pelas NPs de tamanho intermediario carregadas negativamente
(BP). Na segunda etapa do trabalho, a dutasterida (DUT), farmaco de interesse para o
tratamento da alopecia androgenética, mas que causa efeitos adversos sexuais quando
administrada por via oral, foi carregada em vesiculas lipidicas com diferentes composigoes.
Foram obtidos um lipossoma simples, um lipossoma rigido, um transfersoma (TF) e dois
etossomas (ET). As vesiculas foram totalmente caracterizadas e o fator de direcionamento
folicular (FD) foi verificado através de testes de penetragdo cutinea in vitro por 12 € 24 h. As
diferentes composi¢des afetaram tanto o perfil der liberacdo, que se mostrou controlado para
todas as formulagdes, quanto o direcionamento de DUT para os FPs. Os ETs com teor etandlico
de 30% e os TF resultaram nos melhores FDs para os FPs. Mais testes sdo necessarios para

avaliar o perfil de seguranca dessas formulagdes.

Palavras-chave: dutasterida, etossomas, foliculo piloso, iontoforese, lipossomas,

nanocarreadores, transfersomas.



ABSTRACT

MARTINS ANDRADE, J. F. Strategies for the follicular targeting of drugs. Brasilia, 2024.
Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2024.

Hair follicles (HFs) represent a route of interest to drug delivery for treating several skin
conditions. In the first part of the work, the influence of gelatin nanoparticle (NP) size and
surface charge on the deposition depth in HFs with and without iontophoresis (ION) application
was verified. ION is a physical method for enhancing drug permeation that consists of applying
a low electric current to a formulation towards a biological tissue. Permeation can be directed
to HFs because these structures represent a pathway of lower electrical resistance for the
applied current, as well as a drug reservoir, particularly useful for NPs, which preferentially
accumulate in these structures when applied topically. The combination of both strategies is
promising. Four gelatin NPs were obtained with sizes ranging from 220 to 770 nm and opposite
charges. The NPs were fully characterized. In vitro skin penetration experiments with and
without ION for 6 h were performed to evaluate the deposition profile by confocal laser
scanning microscopy. The largest positively charged NP (AG) resulted in a greater
accumulation, reaching deeper portions of the HFs, and showed that ION further increased
their deposition, followed by the intermediate-sized negatively charged NPs (BP). In the
second stage of the work, dutasteride (DUT), a drug of interest for the androgenic alopecia
treatment but which causes serious sexual adverse effects when administered orally, was loaded
into lipid vesicles with different compositions. A simple liposome, a rigid liposome, a
transfersome (TF), and two ethosomes (ET) were obtained. The vesicles were fully
characterized, and the follicular targeting factor (FT) was verified through in vitro skin
penetration tests for 12 and 24 h. The different compositions affected both the release profile,
which was controlled for all formulations, and the targeting of DUT to HFs. ETs with 30%
ethanol content and TFs resulted in the best FTs to HFs. Further testing is needed to evaluate

the safety profile of these formulations.

Keywords: dutasteride, ethosomes, iontophoresis, hair follicles, liposomes, nanocarriers,

skin, transfersomes.
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1. Introducio

A pele é um alvo de muito interesse quando se trata da administracdo de farmacos,
sendo a facilidade de acesso uma das caracteristicas mais atrativas para esse fim (ANSELMO
E MITRAGOTRI, 2014). No entanto, apesar dessa facilidade de acesso, sua estrutura complexa
representa uma barreira dificil de transpor (NAIK et al., 2000). Um estrato cérneo intacto
impede a permeacdo da maioria das substancias quando aplicadas topicamente, principalmente
de moléculas grandes e hidrofilicas (LIU et al., 2010).

Os foliculos pilosos (FPs) representam uma via alternativa para a penetracao cutanea.
Inicialmente, os FPs podem parecer uma area pequena, representando apenas 0,1% da
superficie total da pele, mas a regido do infundibulo aumenta sua area total, além de representar
uma descontinuidade na epiderme, que pode ser a porta de entrada de medicamentos para a
corrente sanguinea (FANG et al., 2014). Além disso, os FPs também servem como reservatorio
de medicamentos associado a liberagdo sustentada, o que representa uma vantagem em
comparagdo com a menor capacidade de tempo de reten¢do do estrato corneo (LADEMANN
et al., 2006). Os FPs também sdo o alvo para a administragdo de medicamentos para o
tratamento de diversas doencas que afetam a pele (PATZELT et al., 2011), como a alopecia.

A alopecia se refere a perda excessiva de cabelos do couro cabeludo ou de outra parte
do corpo (LIN et al., 2019; SALIM; KAMALASANAN, 2020). Sua etiologia ¢ diversa,
podendo ser causada por condi¢des genéticas, hormonais, nutricionais, por infecgdes ou outras
causas idiopaticas. Ela pode ser dividida entre cicatricial, condi¢do mais rara, na qual os FPs
sdo irreversivelmente destruidos, e a ndo cicatricial, na qual o ciclo capilar esté alterado, mas
os foliculos estdo preservados (CARDOSO et al., 2021). Suas duas formas principais sdo a
alopecia androgenética, caracterizada pela miniaturizacdo dos FPs devido ao acumulo de di-
hidrotestosterona (DHT); e a alopecia areata, associada a problemas autoimunes e caractericada
por lesdes arredondadas ou ovais com borda bem definidas (PRATT et al., 2017; TRUEB;
DIAS, 2018).

Em ambos casos, ha um forte impacto psicolégico nos pacientes, como depressao,
ansiedade e baixa autoestima, reduzindo a qualidade de vida em geral (ADAMOWICZ et al.,
2022; AUKERMAN; JAFFERANY, 2023; MARAHATTA; AGRAWAL; ADHIKARI, 2020).
No entanto, as op¢des de tratamento sdo muito limitadas. Nesse contexto, diferentes estratégias

para o direcionamento folicular de farmacos para o tratamento de alopecia foram exploradas.
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2. Revisao de Literatura
2.1. Pele e anexos subcutineos

A pele ¢ o maior e mais externo 6rgdo do corpo humano com uma area superficial de
aproximadamente 2 m? e correspondendo a 15% do peso corporal de um individuo (BAJZA et
al., 2020; KANITAKIS, 2002; KOLARSICK; KOLARSICK; GOODWIN, 2011). Ela serve
como barreira fisica, quimica e imunoldgica entre o ambiente externo e interno,
desempenhando um papel essencial na prevencao da perda excessiva de agua corporal e da
permeacdo de xenobiodticos (LEE; KIM, 2022; NORLEN et al, 2022; SCHAEFER;
REDELMEIER, 1996). Ela ¢ dividida em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (tecido
subcutaneo) (Figura 1).

A principal barreira da pele encontra-se na camada superior da epiderme e ¢ chamada de
estrato corneo. O estrato corneo ¢ uma estrutura complexa composta por cornedcitos, que sao
células queratinizadas, densamente compactadas e embebidas em uma bicamada lipidica, além
disso, outros grandes componentes que contribuem para a hidrofobicidade da pele sdo as
ceramidas e o colesterol (BAKER et al., 2023; FEINGOLD; ELIAS, 2014; PHATALE et al.,
2022; SCHMITT; NEUBERT, 2018). Em circunstancias normais, o estrato corneo restringe a
penetragdo transdérmica de moléculas a um peso molecular de até 500 Da e lipofilicidade
representada por um log P entre 1 e 3 (LIU; TESTA; FAHR, 2010; NAIK; KALIA; GUY, 2000;
SCHOELLHAMMER; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2014).

A formacao do estrato corneo representa o estagio final da diferenciacdo epidérmica que
ocorre de células das camadas mais internas da epiderme, isto ¢, da camada basal, que fica em
contato com a derme e consiste em células ciibicas com baixo teor de queratina, passando pelas
camadas espinhosa, granulosa e lucida, tornando-se a cada etapa mais achatadas e
queratinizadas até chegar ao estrato corneo, onde ndo possuem mais nicleo e citoplasma
(BAJZA et al., 2020; FEINGOLD; ELIAS, 2014; KANITAKIS, 2002). Considerando todas as
suas camadas, a epiderme possui uma espessura entre 0,5 ¢ 1,0 mm, que pode variar
dependendo da regido corporal (HONARI; MAIBACH, 2014).

A derme também possui espessura variavel dependendo da regido, no entanto, ¢
de 10 a 20 vezes mais espessa que a epiderme. Ela ¢ constituida por colageno, fibras de elastina
e outros elementos da matriz extracelular. Sua principal fun¢do ¢ promover estrutura, forca,
resisténcia e elasticidade para a pele, além de nutri-la. J4 a hipoderme, também conhecida como
tecido subcutaneo, ¢ constituida por tecido adiposo e tecido conjuntivo frouxo, contendo nervos

e vasos sanguineos. Suas principais fungdes consistem em armazenamento energético,
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isolamento térmico e protecdo dos orgaos vitais (CEVC et al., 1996; CHI; WU; MORGAN,
2013; ENSHELL-SEIJFFERS; LINDON; MORGAN, 2008; MONTENEGRO et al., 2016).

’ _| Estrato cérneo
:] Epiderme
Glandula sebécea

Derme

Foliculo piloso

Vasos sanguineos —[ Ny /

[ S - \ 4 —
\ ‘ ‘ ] Tecido subcutaneo
Terminagbes nervosas

Glandula sudoripera

Musculo eretor do pelo

Figura 1 - Esquema representativo da pele e suas estruturas.

Apesar da eficiente barreira que a pele constitui ha mecanismos especificos pelos quais
diferentes moléculas podem penetrar através da pele. Quando topicamente aplicada, uma
substancia pode permanecer na camada superior da pele, i.e., no estrato cérneo, ou pode
atravessa-lo totalmente, acumulando-se em alguma camada da pele, sendo absorvida por outros
tecidos ou atingindo a corrente sanguinea. Além disso, os diversos apéndices cutaneos, como
as unhas, glandulas sudoriparas, glandulas sebéceas e os FPs, também representam importantes
vias de permeacdo (HERMAN; HERMAN, 2015). Atualmente, sdo consideradas trés vias de
penetracdo cutanea (Figura 2): 1) via intracelular, também conhecida como transcelular, na qual
as moléculas passam através dos cornedcitos; ii) via intercelular, na qual as moléculas passam
pela matriz lipidica, em volta dos corneodcitos. Um recente estudo mostrou que quanto mais
hidrofilica uma molécula, maior sua preferéncia pelo transporte transcelular e quanto mais
lipofilica, maior afinidade de uma molécula pela matriz intercelular em torno dos corneocitos
(GOEL et al., 2024). Por fim, iii) a penetracdo pode ocorrer através de apéndices cutaneos,
especialmente pela via folicular (PATZELT; LADEMANN, 2013), que sera aprofundada no

item 1.8.
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Via folicular

Via glandular

v

Via intracelular/ Via intercelular
transcelular

@ Nanoparticulas e Farmaco liberado

Figura 2 - Vias de permeacgao para farmacos na pele.

2.2. Foliculo piloso, pelos e cabelos

A base dos FPs esté localizada na parte profunda da derme (VERMA et al., 2016). Junto
com o pelo ou cabelo, com a glandula sebacea e com o musculo eretor do pelo, formam a
unidade pilosebacea (figura 3). Os FPs podem ser divididos em duas partes, uma ciclica (bulbo
e regides suprabulbar) e uma ndo ciclica (infundibulo e istmo) e pode ainda ser subdividido em
quatro regides: (i) infundibulo, que compreende da abertura do FP na epiderme até a inser¢ao
da glandula sebacea; (ii) o istmo, regido na qual se insere o musculo eretor do pelo e onde sdo
encontradas células-tronco melanociticas e epiteliais; (iii) a regido suprabulbar, um
alongamento formado por células epiteliais; (iv) e o bulbo capilar, que contém células
indiferenciadas de rapida proliferacdo, além de melandcitos e outras células. E no bulbo
também que se encontra a papila dérmica, um pequeno conjunto de fibroblastos densamente
compactados, que dita o tamanho do bulbo, o didmetro e o comprimento do fio capilar e a
duracdo da fase andgena (COTSARELIS, 2006; SCHNEIDER; SCHMIDT-ULLRICH; PAUS,
2009; STENN; PAUS, 2001; VERMA et al., 2016).
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Fio de cabelo:
e Medula
e Cortex
e Cuticula

Infundibulo . i
Gladula sebacea

Musculo eretor do pelo

Istmo

Células-tronco

Regido suprabulbar

Bulbo capilar
Papila

Figura 3 - Unidade pilosebacea.

O crescimento capilar ¢ ciclico e divido em 3 fases (PANTELEYEYV, 2018; ROOK,
1965): anagena, que ¢ a fase ativa de crescimento do pelo, na qual o pelo atinge seu pico de
volume e comprimento, essa fase dura de 2 a 6 anos e 84% do cabelo encontra-se nela
(NISHIMURA et al., 2002); a catagena, ¢ a fase de involugdo, quando o pelo para de crescer,
nesse momento o epitélio do foliculo inferior se desintegra e ocorre uma aproximagao do bulbo
capilar com a zona de células-tronco, essa fase dura em média de 2 a 4 semanas, apenas 1 a 2%
do cabelo encontra-se nela (SHAROV et al., 2005); e, por fim, a telogena, que ¢ a fase de
queda, caracterizada pela acentuada diminuicao na atividade proliferativa e bioquimica do FP,
com dura¢do de 3 a 4 meses e corresponde a fase de 10 a 15% do cabelo (RABBANI et al.,
2011).

Nos humanos, os fios podem ser de dois tipos, cabelos mais espessos, com capacidade
de crescer mais e bem pigmentados chamados de terminais, como os encontrados na cabecga,
barba, axilas e regido pubica; e cabelos velus, que sdo mais finos, hipopigmentados e mais
curtos, normalmente encontrado no rosto de mulheres e em patologias como a alopecia

(COTSARELIS, 2006).

2.3. Alopecia

A alopecia ¢ um termo genérico que se refere a perda excessiva de cabelos do couro

cabeludo ou de qualquer outra parte do corpo, podendo evoluir para a perda total de cabelos no
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escalpo (alopecia totalis) ou, em casos mais extremos, pode evoluir para a perda total de pelos
do corpo inteiro (alopecia universalis) (LIN et al., 2019; SALIM; KAMALASANAN, 2020).
Sua etiologia ¢ diversa, podendo ser causada por condi¢des genéticas, hormonais, nutricionais,
por infecgdes ou outras causas idiopaticas. Ela pode ser dividida entre cicatricial, condi¢ao
mais rara, na qual os FPs sdo irreversivelmente destruidos, e a ndo cicatricial, na qual o ciclo
capilar esté alterado, mas os foliculos estdo preservados (CARDOSO et al., 2021).

A alopecia androgenética ¢ a forma mais popular de perda capilar afetando 80% de
homens caucasianos e 40% de mulheres caucasianas abaixo de 70 anos de idade, com grande
impacto psicossocial negativo na vida desses pacientes (ALSANTALI; SHAPIRO, 2009;
PRICE, 1999). Embora a alopecia androgénica seja uma doenca multifatorial, o impacto
hormonal nas alteracdes do ciclo capilar que levam a miniaturizacdo dos foliculos capilares
estd bem estabelecido (KATZER et al., 2019).

O aumento de di-hidrotestosterona (DHT), metabodlito da testosterona pela a¢do da
enzima 5-alfa redutase presentes nos FPs, principalmente na papila dérmica e na bainha
radicular interna e externa na regido do bulbo dos foliculos capilares, causa a miniaturizagao
dos FPs (Figura 4) (KATZER et al., 2019; LOLLI et al., 2017). A ligacdo da DHT nos
receptores de andrdgeno inicia uma cascata de sinaliza¢do que leva a uma fase anagena, ou
seja, periodo de crescimento capilar mais curta, e uma fase telogena prolongada, ou seja, a fase
de queda. Essas mudangas no ciclo capilar causam a substituicdo dos fios terminais por fios
intermediarios e depois vellus, em alguns casos evoluindo para calvicie completa (DE
LACHARRIERE et al., 2001; KATZER et al., 2019).

J& a alopecia areata ¢ a segunda forma mais prevalente de alopecia, de etiologia
complexa, associada a problemas autoimunes de diversas origens, nas quais os linfocitos
atacam as células do bulbo dos FPs durante a fase anagena do ciclo capilar, resultando em
lesdes arredondadas ou ovais com borda bem definidas (PRATT et al., 2017; TRUEB; DIAS,
2018).

Embora ndo seja uma condi¢do que apresente risco de vida, a alopecia causa um forte
impacto psicologico nos pacientes, como depressdo, ansiedade e baixa autoestima, reduzindo
a qualidade de vida em geral (ADAMOWICZ et al., 2022; AUKERMAN; JAFFERANY, 2023;
MARAHATTA; AGRAWAL; ADHIKARI, 2020). Estudos mostram que a carga psicossocial ¢
especialmente maior em homens mais jovens com inicio precoce de alopecia androgénica, que
pode ocorrer antes dos 30 anos (LIU et al., 2024; SANKE et al., 2016; TAN; JAFFERANY,

2024). No entanto, ainda carece de um tratamento sustentavel, eficaz e seguro.
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Cabelo terminal

Cabelo velus

e CE T T |

Foliculo piloso normal Foliculo piloso miniaturizado

Figura 4 - Esquema da progressdo do foliculo piloso na alopecia androgenética. Adaptado de CARDOSO
et. al., 2021, com autorizagdo. (Clinical, Cosmetic and Investigational Dermatology 2021 14 485-499°
Originally published by and used with permission from Dove Medical Press Ltd.).

O tratamento da alopecia androgenética ¢ feito, principalmente, por medicacao oral,
com inibidores da 5-alfa redutase, como a finasterida e a dutasterida ou de forma topica com
solugdes de minoxidil, responsavel por melhorar o fluxo sanguineo na regido e prolongar a fase
andgena (PHILLIPS; SLOMIANY; ALLISON, 2017). No entanto, todos eles apresentam sérias
limitacdes, o minoxidil possui baixa solubilidade em agua, sendo veiculado, geralmente, em
solugcdes com alto teor alcodlico, o que pode ser extremamente irritativo para a pele,
principalmente apds repetidas aplicagcdes (JEONG et al., 2019; SHARMA et al., 2019; WANG
et al., 2017). Além disso, ele possui uma eficiéncia limitada por depender de outras enzimas
para ser convertido na sua forma ativa, o sulfato de minoxidil. Para melhorar essa limitacao, o
minodixil passou a ser estudado na sua forma sulfatada, de fato, ele se mostrou 14 vezes mais
eficaz que o minoxidil base em estudos in vitro (MESSENGER; RUNDEGREN, 2004), no
entanto, o sulfato de minoxidil possui uma massa molecular 40% maior que a base do seu
composto (289,3 g/mol contra 209,3 g/mol, respectivamente), o que compromete a permeagao
transdérmica e, apesar de possuir maior solubilidade em agua, a forma sulfatada ¢ instavel
nesse veiculo, comprometendo a biodisponibilidade do farmaco (DIAS et al., 2018). Ja a
finasterida pode causar efeitos adversos sexuais importantes como disfuncdes erétil, de
ejaculacdo, impoténcia sexual e ginecomastia em homens (MADHESWARAN et al., 2013), o

que diminui substancialmente a adesdo ao tratamento.
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2.4. Dutasterida

Figura 5 - Estrutura quimica da DUT (MM: 528.53 g/mol).

A dutasterida (Figura 5) também ¢ um farmaco inibidor da 5-alfa redutase, assim como
a finasterida, mas de segunda geragdo. Inicialmente ela foi aprovada para o tratamento de
hiperplasia prostatica benigna, mas apds devido aos seus efeitos tricogénicos e ao seu amplo
uso off-label, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) aprovou o medicamento
Avodart® (Dutasterida 0,5 mg) para o tratamento oral de alopecia androgenética. A dutasterida
oral também ¢ aprovada pela EMA (European Medicines Agency) para o tratamento da alopecia
androgenética em alguns paises europeus. Nos Estados Unidos, apesar de ndo ser aprovada
pela FDA (Food and Drug Administration), ela também vem sendo utilizada off-label no
tratamento da alopecia androgenética (KELLY; BLANCO; TOSTI, 2016). Estudos clinicos
mostram que ela ¢ mais potente que a finasterida (GUBELIN HARCHA et al., 2014; OLSEN
et al., 2006), pois € capaz de inibir tanto a isoenzima 5-alfa redutase 1, encontrada na pele, FPs
e glandulas sebéaceas, quanto a isoenzima tipo 2, localizada na regido peitoral, genital,
prostatica e nos FPs na regido peribulbar; levando a uma redu¢do de 90% dos niveis de DHT,
em compara¢ao com 70% da finasterida (BUSANELLO; TURCATEL, 2018; URYSIAK-
CZUBATKA; KMIEC; BRONIARCZYK-DYLA, 2014).

No entanto, a dutasterida apresenta os mesmos efeitos adversos sistémicos que a
finasterida, o que também limita o seu uso oral (HERZ-RUELAS et al., 2020). Mas uma
caracteristica importante que as diverge estd na longa meia-vida da dutasterida de 3 a 5
semanas, enquanto a finasterida possui uma meia-vida de 5 a 6h. Unindo-se isso a maior
poténcia da dutasterida, a chance de causar efeitos adversos aumenta. Portanto, uma aplicacao
localizada e direcionada para os FPs, aumentaria as chances de sucesso do tratamento da

alopecia androgenética. No entanto, a veiculagdo da dutasterida para uma aplicagao topica pode
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ser um desafio. A dutasterida ¢ um farmaco muito lipofilico (log P 5,79), o que impede sua
incorporagdo em diversos veiculos e sua penetracdo cutanea. Por tanto, o desenvolvimento de
um sistema de liberagdo que melhore as caracteristicas fisico-quimicas da dutasterida e a
direcione para os FPs, diminuindo assim os riscos de efeitos adversos, ¢ de extremo interesse

para tratar a alopécia androgenética.

2.5. Tofacitinibe
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Figura 6 - Estrutura quimica do Citrato de Tofacitinibe (MM: 504.5 g/mol).

Esse tipo de limita¢do fisico-quimica de farmacos também estd presente em outras
classes de medicamentos, como os inibidores de Janus quinase (JAK), cada vez mais
explorados como alternativa de tratamento na alopecia areata, fotalis e universalis, ao invés
dos esteroides e corticoides geralmente usados, por também inibir a cascata inflamatoria
associada com essa condi¢do, além de promover a reentrada da fase anagena dos FPs pela
indugdo de fatores de crescimento (SARDANA; BATHULA; KHURANA, 2023).

O tofacitinibe (Figura 6) ¢ um inibidor de JAK ndo seletivo, inicialmente aprovado para
o tratamento de colite ulcerativa, artrite reumatoide e outras artrites, mas que tem se mostrado
eficaz no tratamento de alopecia areata tanto em adultos quanto em criancas e adolescentes
(DAI; CHEN, 2019; JERIJEN et al., 2021; KENNEDY CRISPIN et al., 2016; KIBBIE et al.,
2022; LIU et al., 2017).

Atualmente, devido a sua baixa solubilidade em agua, ele e outros inibidors JAK sdo
administrados por via oral. Acontece que alguns receptores JAK, principalmente JAK-2, estdo
presentes no corpo inteiro, o que leva a efeitos adversos importantes, principalmente com
inibidores de primeira geracao, que sdo ndo-seletivos (SARDANA; BATHULA; KHURANA,
2023). Os efeitos adversos mais comuns sdo infeccdes moderadas do trato respiratorio, dores
de cabeca, nauseas, edema, erupcdo cutanea (IBRAHIM et al., 2017; LIU et al., 2017), no

entanto efeitos adversos mais graves como tromboembolismo venoso, acidentes vasculares
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cardiacos e cerebrais e morte cardiovascular ja foram reportados (BIEBER et al., 2021;
MEASE et al., 2020; YTTERBERG et al., 2022).

Considerando que a manutencdo do sucesso do tratamento com inibidores de JAK
depende do tratamento continuo com o farmaco (SHREBERK-HASSIDIM; RAMOT,;
ZLOTOGORSKI, 2017, TEGTMEYER et al., 2021) e na seriedade dos efeitos adversos,
novamente se faz necessario o desenvolvimento de um sistema de liberagdo que permita o
direcionamento do ativo farmacéutico para os FPs, tanto para melhorar suas caracteristicas
fisico-quimicas e potencializar a permeacdo do firmaco, quanto para minimizar os efeitos

adversos sistémicos, tornando o tratamento mais seguro.

2.6. Via folicular

Nesse contexto, a via folicular tem sido investigada ao longo dos anos (ANGELO et
al., 2020; LADEMANN et al., 2006; MATOS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2022; PATZELT
et al., 2011; PEREIRA et al., 2021; TOLENTINO et al., 2021; USHIROBIRA et al., 2020). A
porcdo inicial do infundibulo ¢ revestida por camadas epiteliais do estrato cérneo e da
epiderme, no entanto, a sua porcao final sofre uma descontinuidade epidérmica em direcao ao
istmo, sendo este o principal ponto de entrada para agentes terapéuticos topicamente aplicados
(PATZELT; LADEMANN, 2020). Além disso, o acesso a glandula sebacea e a vasos
sanguineos também abre a possibilidade para a liberagdo sist€émica de farmacos (JAIN et al.,
2016; VERMA et al., 2016).

Ainda, diversos estudos de permeagao cutanea in vitro realizados bloqueando-se os FPs
demonstram a relevancia dessa via, fazendo com que possam, em diversos casos, servir como
a principal via de penetracdo para medicamentos aplicados topicamente (KNORR et al., 2009;
LADEMANN etal., 2015; MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; OSSADNIK et al., 2007;
SANTOS et al., 2018; TEICHMANN et al., 2006).

Ademais, os FPs servem como reservatorio para os firmacos, possibilitando uma
liberagdo controlada dos medicamentos aplicados sobre a pele, de fato, particulas e farmacos
possuem um tempo de armazenamento mais longo quando estdo dentro dos foliculos do que
quando estdo sobre o estrato corneo (BLUME-PEYTAVI et al., 2011; SCHAFERKORTING;
MEHNERT; KORTING, 2007), um estudo mostrou que NPs de hidrogel foram achadas nos
foliculos até 10 dias apos a aplicag@o topica, comparado com apenas 1 dia de armazenamento

dessas particulas no estrato corneo (LADEMANN et al., 2006).
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2.7. Iontoforese

A ION ¢ a aplicagdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade a uma formulacao
farmacéutica, com o auxilio de uma fonte de alimentagdo externa, com o objetivo de aumentar
a penetragdo do firmaco em um tecido bioldgico (Figura 7). O estimulo fisico, aplicado de
forma ndo invasiva, proporciona nao s6 o controle da cinética de entrada dos medicamentos,
como também o inicio rapido do efeito farmacologico (KALIA et al., 2004; SINGHAL et al.,
2021b).

Anodo (+)

Cétodo ()

Estrato
cérneo

nanocarreadores
catidnicos

de anions

Epiderme
a endbgenos

Derme

Fluxo eletrosmético

Figura 7 - Esquema da aplicagdo de iontoforese na pele para permeag@o de nanocarreadores catidnicos em
pH fisiologico. A formulagdo é colocada no eletrodo de mesma carga e o eletrodo de retorno é posicionado
em outra parte do tecido para completar o circuito. A eletromigragdo promove o movimento dos
nanocarreadores do anodo para o catodo, enquanto anions endogenos (Cl') se movem do catodo para o &nodo
para equilibrio do sistema. O fluxo eletrosmotico se move do dnodo para o catodo em pH fisiologico.

Adaptado de Andrade et al., 2023.

Essa técnica tem sido amplamente explorada para permeagao transdérmica de farmacos.
Diferentes estudos mostram a melhora efetiva da entrega de multiplos agentes terapéuticos,
principalmente de farmacos com propriedades fisico-quimicas inadequadas para absor¢do
gastrointestinal, especialmente considerando o estado ionizado de ingredientes farmacéuticos
ativos em pH fisioldgico, o que ¢ mais uma caracteristica mais desejavel do que um problema
para o transporte iontoforético (CAZARES-DELGADILLO et al., 2016; LAPTEVA et al.,
2020; SANTER et al., 2017; SINGHAL et al., 2021a, 2021Db).
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De fato, até hoje, a ION ¢ marcadamente eficiente para melhorar o transporte de
pequenas moléculas carregadas e ions (ABLA et al., 2005, 2006; GELFUSO et al., 2008;
KALARIA et al., 2018; SINGHAL et al., 2019); mas, cada vez mais, proteinas e peptideos
maiores também tém sido transportados por ION de maneira bem-sucedida (CAZARES-
DELGADILLO et al., 2007; DARADE et al., 2022; DEL RiO-SANCHO et al., 2017; DUBEY
etal.,2011; DUBEY; KALIA, 2010, 2011; KRISHNAN et al., 2014) . Além disso, o transporte
iontoforético possibilita a constitui¢do de sistemas para co-permea¢do de multiplos farmacos
a0 mesmo tempo, com a mesma carga ou de cargas opostas (CAZARES-DELGADILLO et al.,
2016; KALARIA et al., 2018; TYAGI et al., 2019; TYAGI; SERNA-JIMENEZ; KALIA,
2021).

O aumento da permeagdo por ION ¢ atribuido a trés componentes: a permeacao passiva,
a eletromigra¢do (EM) e a eletrosmose (EO). A permeagdo passiva pode ser aumentada para
moléculas com caracteristicas especificas de tamanho e lipofilicidade devido a formacao de
poros transitorios na pele, causados pela reorientacao de lipidios e proteinas do estrato corneo
que ocorre na presenca de uma corrente elétrica (GRATIERI; KALIA, 2013). No entanto, o
tamanho desses poros tem um raio estimado de 20 nm (AGUILELLA et al., 1994), o que ainda
representa um tamanho muito reduzido para a maioria dos farmacos ou sistemas de liberagao,
por isso, a contribuicdo da permeacdo passiva ¢ frequentemente ignorada quando se trata de
transporte iontoforético.

O eletrotransporte seria mediado, entdo, pela EM e pela EO (ANDRADE et al., 2023). A
EM ¢ o movimento ordenado de ions e moléculas carregadas na presenca de uma corrente
elétrica (GRATIERI; KALIA, 2013). J4 EO ¢ o fluxo de solvente criado em resposta a aplicagao
de um potencial elétrico através de uma membrana ionizada, carregando consigo molécula
neutras proporcionalmente a sua concentracio, independentemente do tamanho (GRATIERI;
KALIA, 2013; KALIA et al., 2004).

A contribuicdo da EM para o transporte iontoforético depende da mobilidade
eletroforética da molécula, que se refere a relagio massa-carga (LAPTEVA et al., 2020;
MARTINS ANDRADE et al., 2022). Dessa forma, moléculas maiores tém menor mobilidade
eletroforética. Nos primeiros estudos, havia uma nocao geral de que a EO seria o principal
mecanismo de transporte para moléculas maiores. Um estudo recente demonstrou o sucesso da
administracdo tdpica de cetuximabe, um anticorpo monoclonal de 152 kDa, na derme superior
de pele de orelha suina, com a EO confirmada como o principal componente do transporte

iontoforético e os caminhos folicular e intercelular como principais vias de penetragdo na pele
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(LAPTEVA et al., 2020) . Contudo, o fluxo eletrosmético sé € criado na presenca de cargas
negativas fixas, ausentes nas camadas mais profundas da pele, o que poderia impedir o
transporte iontoforético de moléculas maiores (LAPTEVA et al., 2020). No entanto, esta nogao
de EO como o mecanismo dominante de eletrotransporte para moléculas superiores a 3 a 4 kDa
foi superada pela entrega bem sucedida de citocromo C, uma proteina altamente carregada

positivamente com peso de 12,4 kDa, por [ através da pele intacta de orelha suina, com EM
confirmado como o componente principal durante a aplicagdo de [y, mostrando que a

mobilidade eletroforética pode compensar o peso molecular (CAZARES-DELGADILLO et
al., 2007) . Este também foi o caso do transporte iontoforético de ribonucleases A e T1 de 13,6
kDa e 11,1 kDa, respectivamente, e do fator de crescimento basico de fibroblastos humano de
17,4 kDa, em todos os casos, a EM foi confirmada como o mecanismo dominante de transporte
(DUBEY et al., 2011; DUBEY E KALIA, 2011, 2010) .

Além disso, diferentes estudos mostraram que o caminho preferencial da corrente elétrica
durante a ION passa pelos FPs por ser considerada a rota de menor resisténcia elétrica na pele,
devido a interrup¢do da barreira epidérmica nessas estruturas (CULLANDER; GUY, 1991;
GELFUSO et al., 2013; KAJIMOTO et al., 2011; PATZELT; LADEMANN, 2020; TURNER;
GUY, 1998).

2.8. Sistemas nanoparticulados

Os nanocarreadores sdo outra forma de melhorar a permeagdo transdérmica de
medicamentos, uma vez que sdo capazes de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas, a
estabilidade, as propriedades organolépticas, além de proporcionar a liberagdo controlada e
prolongada de farmacos (FERREIRA-NUNES et al., 2018; GOYAL et al., 2016; LIMA et al.,
2022; PATZELT; LADEMANN, 2020; QUINTAO et al., 2019). Uma -caracteristica
especialmente interessante ¢ que nanocarreadores aplicados topicamente tendem a ser
acumular nos FPs (ANGELO et al., 2020; MATOS et al., 2015; PIRES et al., 2019; SANTOS
etal., 2018; TOLENTINO et al., 2021; USHIROBIRA et al., 2020).

Nanoparticulas (NPs) sdo estruturas de dimensdes nanométricas. Embora inicialmente esse
termo se limitasse a particulas de 1 a 100 nm, atualmente ele se refere a qualquer particula
abaixo de 1000 nm (YASMIN et al., 2017). Seu tamanho reduzido e sua alta relacdo area de
superficie-volume as tornam sistemas de liberacdo de farmacos promissores. Elas podem ser
obtidas por materiais sintéticos, como os polimeros polietilenoglicol (PEG), acido polilatico-

co-acido glicdlico (PLGA) e acido polivinilico (PVA); ou matérias de origem natural, como
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lipidios e outros polimeros como gelatinas e quitosana. Tendo em vista questdes de
biocompatibilidade e biodegradabilidade, os materiais naturais costumam ser selecionados para

a producdo de nanocarreadores (STEVENS et al., 2002; YASMIN et al., 2017).

2.8.1. Gelatina - biopolimero

A gelatina ¢ um polimero natural, considerado um material de baixo custo, facil
acessibilidade, baixa antigenicidade e ndo-carcinogénico, que possui uma estrutura de tripla
hélice feita a partir de trés aminodcidos principais: alanina, glicina e prolina (ABRAMS et al.,
2006; BAJPAIL; CHOUBEY, 2006). Residuos de acido aspartico e glutdmico sdo responsaveis
por conferir grupos anidnicos a gelatina, enquanto a lisina e arginina sdo responsaveis por seus
grupos cationicos (ELZOGHBY, 2013).

Ela ¢ uma macromolécula hidrofilica com peso molecular que varia de 15 a 250 kDa, a
ampla variedade de tamanhos e diferengas em outras propriedades fisico-quimicas se deve as
diversas fontes de coldgeno disponiveis, sendo obtida, principalmente, a partir da hidrélise do
coldgeno de suinos, que dao origem a gelatina tipo A; e bovinos, que dao origem a gelatina
tipo B (ELZOGHBY, 2013).

Uma das principais diferencas entre esses dois tipos de gelatina ¢ o seu ponto isoelétrico.
A gelatina tipo A ¢ obtida a partir da hidrdlise 4cida do coldgeno suino e possui ponto
isoelétrico entre pH 6,0 e 9,5, enquanto a gelatina tipo B, proveniente da hidrolise basica do
colageno bovino, possui ponto isoelétrico inferior em torno de pH 4,5 ¢ 5,5 (COURTS, 1954;
FLORY; WEAVER, 1960, KOMMAREDDY; SHENOY; AMIUI, 2003). Isto abre a
possibilidade de se produzir NPs de gelatina com cargas opostas, mas com o mesmo material,
tornando os resultados mais comparaveis. De fato, a gelatina ¢ amplamente utilizada na
industria farmacéutica no preparo de formulagdes, como revestimento de cépsulas e na

producdo de micro e nanoparticulas, dentre outras aplicacdes.

2.8.2. Vesiculas lipidicas

Embora NPs de gelatina sejam nanocarreadores promissores, elas sdo adequadas para
encapsular farmacos hidrofilicos. No entanto, muitas moléculas de interesse sdo lipofilicas e
requerem outros sistemas de liberacdo de farmacos mais compativeis. Nesse sentido, as

vesiculas lipidicas surgem como uma opg¢ao de interesse para veicular tais firmacos.
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Lipossomas sdo vesiculas esféricas constituidas por uma bicamada lipidica com nucleo
aquoso e que sdo capazes de se dispersar em um meio também aquoso (SHAH et al., 2020).
Essa estrutura permite o carregamento tanto de farmacos lipofilicos quanto de farmacos
hidrofilicos (LIN; MALMSTADT, 2019). Os lipossomas sao constituidos principalmente por
fosfolipidios, que sdo biodegradaveis e biocompativeis. Além disso, os lipidios dos lipossomas
apresentam semelhanca e interagem com os lipidios presentes no estrato corneo e no sebo dos
FPs (SHAH et al., 2020). Quando aplicados topicamente, essa interagdo resulta na formagao
de um filme com efeito oclusivo, proporcionando um tempo de contato prolongado entre a
formulagdo e o local-alvo, aumentando a penetracdo do farmaco (ANDRADE et al., 2014;
CAMERA et al., 2010; TOLENTINO et al., 2020).

Com pequenas alteracdes em sua composicdo, € possivel obter lipossomas com
diferentes caracteristicas. O colesterol ¢ muito utilizado para aumentar a estabilidade das
vesiculas, além disso, ele também aumenta a rigidez da bicamada lipidica (HUNG et al., 2007;
KADDAH et al., 2018). Em contrapartida, também ¢ possivel obter vesiculas mais flexiveis
adicionando-se etanol em sua composicdo, nesse caso, a vesicula ¢ nomeada etossoma
(JAFARI et al., 2023). E ainda possivel obter vesiculas ulta-flexiveis, também chamadas de
transfersomas, através da adigdo de tensoativos em sua composi¢do (AKRAM et al., 2021). E

esperado que essas alteragdes impactem de formas diferentes a entrega de farmacos.
2.8.3. Tamanho e profundidade de deposi¢do

O transporte eficiente do farmaco para os FPs deve levar diversos fatores em consideracao,
sendo o tamanho uma caracteristica crucial no sucesso da permeacdo por essa via
(LADEMANN et al., 2015; PATZELT et al., 2011). Além disso, os FPs sdo estruturas com
diversos alvos terapéuticos localizados em diferentes profundidades. Por exemplo, as glandulas
sebaceas sdo alvo para o tratamento de acne e hidradenite supurativa (PEREIRA et al., 2021;
TOLENTINO et al., 2021). Enquanto o bulbo, regido que controla o crescimento capilar, e a
regido suprabulbar, responsavel pela reconstitui¢do folicular, sdo alvos para o tratamento de
alopecia (ANGELO et al., 2020; USHIROBIRA et al., 2020). Portanto, modular o tamanho das
NPs ¢ uma forma de tornar o direcionamento de farmacos na via folicular mais especifico.

A espessura do fio de cabelo oferece uma boa referéncia para o tamanho ideal de NPs
direcionadas a via folicular, cabelos terminais humanos possuem uma espessura média de 530
nm (LADEMANN et al., 2009). Corroborando essa ideia, um estudo cldssico nessa drea mostra
a relacdo entre o tamanho de NPs de silica e PLGA variando entre, aproximadamente, 100 nm

a 1000 nm e sua profundidade de deposi¢do nos foliculos de pele de orelha suina. Os resultados
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mostram que particulas entre 600 e 700 nm foram capazes de penetrar mais profundamente
nessas estruturas comparando-se com particulas menores e maiores (PATZELT et al., 2011).
No entanto, estudos mais recentes demonstram que o polimero escolhido também pode
interferir na permeacgdo, NPs de 4cido hialurénico de 417 nm foram mais eficientes na entrega
de clindamicina aos FPs em compara¢do com NPs de quitosana de 362 nm carregadas com o
mesmo medicamento devido as diferentes interagdes dos polimeros com o estrato corneo € o
conteudo folicular (TOLENTINO et al., 2021). Tendo isto como base, é proposto que a carga

superficial das particulas também possa interferir na sua deposi¢ao nos FPs.
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3.1. Objetivo geral

Avaliar diferentes estratégias de direcionamento folicular de fairmacos para o tratamento de

topico da alopecia.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar o efeito do tamanho e da carga de nanoparticulas de gelatina em sua

deposicao nos foliculos pilosos com e sem iontoforese:

O

O

Produzir nanoparticulas de gelatina de diferentes tamanhos e cargas opostas;
Encapsular um corante fluorescente nas nanoparticulas de gelatina para
visualizagao;

Caracterizar as nanoparticulas em termos de tamanho, pdl, carga superficial
e morfologia;

Realizar ensaios de estabilidade das nanoparticulas em frente a corrente
elétrica;

Realizar ensaios de permeagdo passiva cutanea in vitro;

Realizar ensaios de permeacao cutanea in vitro com iontoforese;

Verificar o perfil de deposicio das nanoparticulas de gelatina por

microscopia confocal de varredura a laser.

e Desenvolver e avaliar o potencial de vesiculas lipidicas para o direcionamento

folicular de dutasterida:

O

Produzir vesiculas lipidicas carregadas com dutasterida com diferentes
composicdes de bicamada lipidica;

Caracterizar as vesiculas de termos de tamanho, PdI, carga superficial e
morfologia;

Realizar ensaios de liberacdo da dutasterida in vitro das diferentes
formulagdes e controle;

Realizar ensaios de permeacgdo passiva cutdnea in vitro com todas as
diferentes vesiculas e controle;

Determinar o fator de direcionamento folicular de cada sistema de liberagao.
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4. Secao Experimental

Com base nos objetivos do trabalho, a se¢do experimental foi organizada em duas partes:

e Parte I (item 4.1.): Efeito do tamanho e da carga de nanoparticulas de gelatina na
deposi¢do iontoforética direcionada aos foliculos capilares
e Parte I (item 4.2.): Potencial de direcionamento folicular de vesiculas lipidicas

carregadas com dutasterida para o tratamento de alopecia androgenética.
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4.1. EFEITO DO TAMANHO E DA CARGA DE NANOPARTICULAS DE GELATINA
NA DEPOSICAO IONTOFORETICA DIRECIONADA AOS FOLICULOS
CAPILARES

4.1.1. Introducao

A pele tem sido amplamente investigada como via de permeacao de medicamentos, sendo
a facilidade de acesso uma das caracteristicas mais atrativas para esse fim (ANSELMO E
MITRAGOTRI, 2014). No entanto, a estrutura complexa da pele continua a ser uma barreira
dificil de ultrapassar (NAIK et al., 2000). Um estrato cérneo intacto impede a permeagdo da
maioria das substancias grandes e hidrofilicas aplicadas topicamente (LIU et al., 2010). Neste
contexto, os foliculos pilosos (FPs) representam uma via alternativa promissora para a
administragio de medicamentos (PATZELT et al., 2011). A primeira vista, os FPs podem
parecer uma area pequena, representando apenas 0,1% da superficie total da pele, mas na face
e no couro cabeludo, estas estruturas respondem por 10% da éarea de superficie total (MEIDAN
ET AL., 2005; SCHAEFER; REDELMEIER, 1996). Além disso, a regido do infundibulo
aumenta sua area total, além de representar uma descontinuidade no tecido epidérmico,
permitindo a rapida entrega de medicamentos para a corrente sanguinea (FANG et al., 2014).
Ademais, os FPs servem como reservatorio de medicamentos associado a liberagdo sustentada,
0 que ¢ uma vantagem em compara¢do com a menor capacidade de tempo de retencdo do
estrato corneo (LADEMANN et al., 2006).

A iontoforese (ION) ¢ uma técnica fisica capaz de melhorar a administracio transdérmica
de diferentes moléculas hidrofilicas (KALIA et al., 2004). Para isso, a ION consiste na
aplica¢do de uma corrente elétrica baixa (<0,5 mA/cm ?) a uma formulagdo aplicada em um
tecido biologico (KALIA et al., 2004; LAPTEVA et al., 2020). E proposto que a corrente
elétrica passe preferencialmente pelos FPs, pois eles apresentam uma via de menor resisténcia
devido a descontinuidade da epiderme nessa regido (CULLANDER; GUY, 1991; GELFUSO
etal., 2013; KAJIMOTO et al., 2011; TURNER; GUY, 1998).

A nanotecnologia também tem sido explorada ao longo dos anos em um esfor¢o continuo
para contornar a barreira que a pele representa e tornar a administragdo de medicamentos mais
eficiente. Os nanocarreadores podem melhorar as caracteristicas fisico-quimicas dos insumos
farmacéuticos ativos (QUINTAO et al., 2019), proporcionando niio apenas maior estabilidade
as substancias (FERREIRA-NUNES et al., 2018; GOYAL et al., 2016; LIMA et al., 2022 ;
ROSEN et al., 2015), mas também promovendo a liberagdo controlada e sustentada de

farmacos (PATZELT; LADEMANN, 2020). Além disso, as nanoparticulas (NPs) tendem a se
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acumular preferencialmente nos FPs quando aplicadas topicamente, o que as torna um sistema
promissor para atingir essas estruturas (PATZELT et al., 2011; TEICHMANN et al., 2006).
Portanto, seria 16gico combinar a aplicacdo da ION para a administragdo de medicamentos
nanoencapsulados direcionados aos foliculos capilares. No entanto, as caracteristicas ideais das
NPs para atingir os FPs sob influéncia de uma corrente elétrica ndo estdo perfeitamente
estabelecidas. Diferentes estudos correlacionam o tamanho dos nanocarreadores com a
profundidade de deposi¢do de particulas nos FPs, o que pode ser usado para modular a
profundidade de penetragdo de farmacos em diferentes por¢des dessas estruturas. Por exemplo,
NPs capazes de atingir glandulas sebéceas seriam adequados para tratar condigdes como acne
(TOLENTINO et al., 2021) e hidradenite supurativa (PEREIRA et al., 2021), enquanto NPs
capazes de atingir por¢des mais profundas dos FPs, como o a regido do bulbo seriam adequadas
para tratar alopecia (OLIVEIRA et al., 2022; USHIROBIRA et al., 2020). A ION aumenta o
transporte de farmacos por trés mecanismos: ( 1 ) causando a reorganizacao lipidica do estrato
corneo, que forma poros transitdrios, aumentando a permeacao passiva de pequenas moléculas
com caracteristicas fisico-quimicas adequadas (CURDY et al., 2002; KALIA et al., 1996); (i1)
eletromigracdo (EM), que se refere ao movimento ordenado de moléculas e ions carregados na
presenga de uma corrente elétrica (ABLA et al., 2005; GELFUSO et al., 2008; GRATIERI;
KALIA, 2013); e (iii) eletroosmose (EO), que corresponde ao fluxo de solvente resultante de
um potencial elétrico através de uma membrana ionizada, transportando consigo moléculas
neutras, independentemente do seu tamanho (CAZARES-DELGADILLO ET AL., 2007;
DUBEY; KALIA, 2010; GRATIERI; KALIA, 2013; KALIA et al., 2004). Se imaginarmos que
as NPs sejam comparaveis a proteinas enormes, NPs de 100 nm poderiam ser aproximadamente
comparadas a proteinas de 1000 kDa (ERICKSON, 2009). Desta forma, poderia se esperar que
a EO tivesse uma influéncia fundamental na administrag¢do iontoforética, em vez do EM. Os
resultados da literatura que aplicam a ION para entrega de NPs tém sido controversos até agora.
Além disso, pouca atenc¢ao tem sido dada ao acumulo de nanocarreadores nos FPs. Como essas
estruturas podem ser o principal alvo para a combinagdo de tais estratégias, neste estudo
pretendemos avaliar como a ION afeta a deposi¢ao de NPs de gelatina com diferentes tamanhos

e cargas opostas nos FPs.
4.1.2. Material e Métodos
4.1.2.1. Materiais

Gelatina tipo A bloom 80 — 120g de pele suina, gelatina tipo B bloom 75g de pele bovina,
Kolliphor ® P 188 (Poloxamer 188), glutaraldeido 25%, cloreto de prata 99,99%, fio de prata
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Imm, fio de platina 0,5 mm e a tripsina de pancreas suino foi obtida da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). A mistura pronta para PBS e a acetona foram adquiridas da Fisher
Scientific (Goteborg - Suécia). O TRITC-dextran (150 kDa) foi adquirido da TdB Labs
(Uppsala, Suécia). O VIVAFLOW 50R 100.000 MWCO Hydrosart foi adquirido da Sartorius
AG (Goettingen, Alemanha). O citrato de tofacitinibe foi comprado da LC Laboratories
(Massachussetts, Estados Unidos). Agua Milli-Q com resistividade de 18,2 M Qcm ! foi
utilizada ao longo dos experimentos. As orelhas suinas foram obtidas de um abatedouro local
(Farber&Co, Zweibriicken, Alemanha), as peles foram manualmente retiradas, limpas e

armazenadas a -20°C por até um més antes do uso.

4.1.2.2. Preparag¢do de nanoparticulas de gelatina

NPs de gelatina foram preparadas pelo método de nanoprecipitacio (KHAN;
SCHNEIDER, 2013), com adapta¢des (Figura 8). Resumidamente, para particulas menores, 15
mg de gelatina A ou 20 mg de gelatina B foram dissolvidas em 1 mL de 4gua Mili-Q a 50°C
sob agita¢do. Em seguida, a solug@o de gelatina foi adicionada a 15 mL de acetona contendo
2,8% (p/v) de Kolliphor ®P 188 ¢ 6,25% de 4gua, com agitagdo de 1000 RPM e a um fluxo de
0,25 mL/min. Apods a nanoprecipitagdo, 0,50 mL de uma solugao de glutaraldeido a 2% (p/v)
em acetona foi lentamente adicionada as NPs para crosslinking. O sistema foi agitado durante
3 h para permitir a formagao de ligagcdes cruzadas nas particulas. Apds esse tempo, as NPs com
gelatina A foram diluidas com 4gua Mili-Q até 300 mL e armazenadas a 4°C até o dia seguinte,
quando foram purificadas por filtracdo de fluxo tangencial por 5 h, enquanto as NPs obtidas
com gelatina B foram purificadas por trés ciclos de centrifugagdo a 10.000 x g por 10 min
(Heraeus Multifuge X1R, Thermo Scientific). Apos cada ciclo, o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi redisperso em dgua Mili-Q com auxilio de vortex e/ou banho ultrassénico por 10
minutos a 25 °C, quando necessario. As NPs de gelatina foram armazenadas em agua Mili-Q a
4°C para medig¢des e/ou utilizacdo no terceiro dia apds a nanoprecipitagao.

Para obter NPs maiores, 40 mg de gelatina A ou B foram dissolvidas em ImL de agua a
50°C sob agitagdo. Além disso, a nanoprecipitacdo e o processo de crosslinking foram
realizados no mesmo fluxo de inje¢ao, mas com a metade da velocidade de agitagdo, S00 RPM.
A purificacdo foi por filtracdo de fluxo tangencial para NPs obtidas com gelatina tipo A ou

centrifugacdo para NPs obtidas com gelatina tipo B.
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Figura 8 - Esquema representativo do método de obtengdo das NPs. GA: glutaraldeido.

Para NPs carregadas com TRITC-dextrano 150 kDa, um corante fluoresente neutro, as
gelatinas A e B foram dissolvidas apenas em 0,8 mL de 4gua, antes da nanoprecipitagdo, foram
adicionados 0,2 mL de solu¢do aquosa do corante a 1,5% e foram seguidos os mesmos passos

para obtencao das NPs de gelatina descritos acima.

4.1.2.3. Caracterizagdo de nanoparticulas de gelatina
4.1.2.3.1. Tamanho hidrodinamico e potencial zeta

O tamanho hidrodindmico médio e o indice de polidispersividade (Pdl) das NPs de
gelatina foram medidos por espalhamento dindmico de luz (DLS) com um Zetasizer Ultra
(Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, Reino Unido) no modo de
retroespalhamento. Ja o potencial zeta (C-potencial) foi medido por microeletroforese a laser
Doppler no modo de espalhamento direto. Para essas medig¢des, 50 uL de cada formulagao
foram suspensos em 950 pL de dgua e agitados em vortex por 30 s antes das analises. NPs com
gelatina tipo A foram medidas em pH 5,2, enquanto NPs com gelatina tipo B foram medidas

em pH 7.,4.

4.1.2.3.2. Determinag¢do do ponto isoelétrico

A determinacdo do ponto isoelétrico (pI) foi feita pelo titulador automatico MPT-3
Autotitrator, acoplado ao Zetasizer Ultra (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire,
Reino Unido). Solugdes de HC1 0,5 M, NaOH 0,5 M e NaOH 0,05 M foram utilizadas como

acido forte, base forte e base fraca, respectivamente, para titulacdo das amostras.
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4.1.2.3.3. Morfologia e propriedades mecanicas

A morfologia das NPs de gelatina foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e microscopia de for¢a atomica (AFM, do inglés: atomic force microscopy). Para o
MEYV, as NPs foram diluidas a 1:500 (v/v) em agua Mili-Q. Uma gota da suspensdo foi
depositada sobre um grid de silicio, montado sobre um suporte metalico com fita de carbono.
As amostras foram colocadas em um dessecador durante a noite para evaporacao do liquido.
Antes das analises, as amostras foram revestidas com ouro (~ 10 nm) sob atmosfera de argénio
usando o pulverizador Q150RES (Quorum Technologies Ltd., Laughton, Reino Unido). As
imagens de MEV foram obtidas por um microscopio EVO HD15 (Carl Zeiss Microimaging,
Jena, Alemanha).

Para o AFM, imagens do tamanho e das propriedades mecénicas foram obtidas com
NanoWizard 3 AFM (JPK Instruments, Berlin, Germany) usando o cantiléver C MCLT
piramidal quadratico (Bruker Nano Inc. (Wissembourg, France). Todas as medidas foram
realizadas a 37°C em liquido, seguindo protocolo previamente estabelecido (WEISS et al.,
2022), com adaptacdes. A for¢a de indentagdo foi definida como 1 nN, a velocidade de
aquisi¢do foi de 35 um/s, o tamanho da imagem foi de 5x5 pym com um numero de pixels de
128x128. A tnica adaptacdo foi feita para particulas do tipo A, onde agua acidificada (pH 4,5)
foi usada para ter cargas superficiais positivas para fixacdo eletrostatica na superficie de silica
carregada negativamente. Ajuste de plano e nivelamento de linha foram aplicados as imagens
de altura. Além disso, contraste e brilho foram otimizados. Os modulos de Young foram
determinados em 30 NPs por lote, com média de 4 curvas de for¢a-distancia por particula. O
processamento de cada curva foi iniciado aplicando os dados de calibracdo seguidos de
suavizacdo de dados, subtracdo de linha de base e detec¢do de ponto de contato. Para corrigir
a curvatura do cantiléver, a posi¢do da ponta vertical foi corrigida. Posteriormente, o modelo
Hertz, corrigido para pontas piramidais quadraticas, foi ajustado as curvas de for¢a-distancia

para obter os respectivos modulos de Young.

4.1.2.3.4. Eficiéncia de encapsulagdo e carregamento do farmaco

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%, p/p) e o carregamento do
farmaco (CF%, p/p), 5 mg de NPs liofilizadas foram dispersas em 5 mL de PBS pH 7,4 a
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada tripsina (0,5 mg/mg de polimero) para
digerir as NPs de gelatina. Apos 6 h de digestao, as amostras foram analisadas pela intensidade

de fluorescéncia com um leitor de placas Tecan infinite M200 (Tecan Group Ltd., Ménnedorf,
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Suica). As intensidades de excitagdo e emissdo de fluorescéncia foram registradas em 550 e
572 nm, respectivamente. Uma curva de calibragdo de TRITC-dextrano 150 kDa foi construida
em PBS. NPs vazias foram usadas como controle. A EE% foi determinada utilizando a seguinte

equagdo (Eq. 1):

EEY% = Quantid'ade de f,érjmaco Cclllculado 100 Equagdo )i
Quantidade tedrica do farmaco
Ja o CF% foi calculada da seguinte forma (Eq. 2):
CF% = Quantidade de farmaco calculado 100 Equagdo 2

Peso total das NPs secas

4.1.2.4.Experimentos de iontoforese
4.1.2.4.1. Preparo de eletrodos

Para todos os experimentos de ION foram utilizados eletrodos reversiveis de prata (Ag)
e cloreto de prata (AgCl). Eles foram preparados utilizando-se um fio de prata com uma alca
em uma das pontas e de tamanho suficiente para caber nas células de Franz. Os eletrodos
negativos (AgCl) foram obtidos pela imersdo do fio de prata em AgCl, fundido em cadinho de

porcelana, por pelo menos 3 vezes até a formagdo de um deposito de AgCl na alca (Figura 9A).
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Figura 9 - A) produg@o dos eletrodos negativos. B) produggo dos eletrodos positivos. Adaptado de de Sa,
2015.

Eletrodo de Ag

Ap0s o preparo dos eletrodos negativos, uma parte deles foi utilizada para obtengao dos
eletrodos positivos, que requereu a montagem de um pequeno circuito elétrico. O eletrodo de
AgCl foi posicionado no catodo, enquanto um fio de platina foi posicionado no anodo, ambos

submersos em uma solu¢do salina saturada. Com o auxilio de uma fonte de energia, uma



43

corrente elétrica de 0,25 mA foi aplicada ao sistema por pelo menos 24h, durante esse tempo,
o AgCl foi reduzido a Ag, formando um deposito desse elemento no eletrodo, agora positivo
(Figura 9B).
4.1.2.4.2. Pontes salinas
A aplicagdo da ION por periodos prolongados consome muitos eletrodos e torna o
processo muito dispendioso, além disso, € possivel haver competicdo entre NPs e outros ions

que ndo sdo de interesse, entdo, sdo utilizadas “pontes salinas” (Fig. 10) para viabilizar a

passagem de corrente do modo mais inerte possivel.
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Figura 10 - Ponte salina. Reproduzido de S4, 2015.

Em um béquer contendo solucao salina 0,9% sob agitacdo e aquecimento a 80°C, foram
adicionados 3% de agarose aos poucos e sob agitacdo constante. Apds a completa dissolugao
da agarose, a solucdo foi transferida para uma canula de silicone de 3 mm de diametro e
aproximadamente 100 cm de comprimento com o auxilio de uma seringa de 20 mL, no interior
da canula, o contetido foi rapidamente solidificado e as pontas foram vedadas com Parafilm®.
As pontes salinas foram guardadas na geladeira por, pelo menos, 12 horas até o seu uso.

Antes da aplicagdo da ION, as canulas foram retiradas da refrigeracdo, dobradas em
intervalos de 3 a 4 cm e transferidas para um béquer limpo contendo solugao salina 0,9% estéril,
também com auxilio de uma seringa de 20 mL contendo a mesma solucdo. As pontes

permaneceram imersas e hidratadas dentro da salina até serem utilizadas.

4.1.2.4.3. Estabilidade das NPs na corrente elétrica

Para garantir que a liberagdo do corante nao fosse acelerada pela aplicagdo da corrente
elétrica, 2,0 mL de cada NP (2 mg/mL) foram colocados em triplicata em frascos de vidro aos
quais uma corrente de 1 mA foi aplicada por 6h com o auxilio de pontes salinas. Apos esse

tempo, o conteido de cada frasco foi recuperado e transferido para tubos Eppendorf para
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centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min. Entdo, uma aliquota de 200 puL de cada replicata foi
transferida para uma placa de 96 pocos para analise no leitor de microplacas, com os mesmos

parametros do item 4.1.3.4.

4.1.2.4.4. Experimentos de penetragdo iontoforética na pele

A pele de orelha suina de espessura total foi montada em células de difusdo de Franz
modificadas (4rea de difusdo = 2,1 cm?), separando o compartimento doador do receptor. O
compartimento doador foi preenchido com 1,5 mL da dispersdo de cada NP (contendo 2 mg/mL
de TRITC-dextrano 150 kDa), em pH 7,4 e 5,2 para NPs de gelatina tipo B e A,
respectivamente, enquanto o compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de PBS pH
7,4 e mantido sob agitacdo (400 RPM) por 6 horas em temperatura ambiente. Ao final, foi
retirado 1 mL do compartimento receptor para quantificacdo de TRITC-dextrano 150 kDa.

Uma corrente de 0,5 mA/cm 2 foi aplicada com eletrodos reversiveis de Ag/AgCl
colocados nos compartimentos dependendo da polaridade das NPs. Para NPs com carga
positiva foi realizada ION anddica, ou seja, o eletrodo positivo (dnodo) foi colocado no
compartimento doador, enquanto o eletrodo de retorno (catodo) foi colocado no compartimento
receptor. Para NPs carregadas negativamente, foram realizadas ION anddica e catddica. Uma
solucao de TRITC-dextrano 150 kDa (2 mg/mL) foi utilizada como controle positivo, enquanto
tampao PBS foi usado como controle negativo. Para efeito de comparacdo, os testes de
penetragdo passiva foram realizados nas mesmas condi¢des. Todos as NPs e controles foram

avaliados em sextuplicata.

4.1.2.4.5. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Apo6s 6 horas de permeagdo a pele foi limpa suavemente com algoddo umedecido com
agua ultrapura para remog¢ao do excesso de NPs que ndo penetraram. As amostras de pele foram
armazenadas a -80 ° C para posterior corte manual com bisturi. Cada réplica de pele (n = 6)
gerou cerca de dez cortes, que foram colocados em laminas de vidro e analisados
imediatamente por microscopia confocal (LSM 710 Zeiss, Jena, Alemanha). Lente objetiva
EC- Neofluar 10x/0,30 M27 e divisor de feixe MBS 458/561 foram utilizados para obtengao
das imagens. O comprimento de onda de excitagdo foi de 561 nm e a faixa de deteccao de
emissdo foi de 624-740 nm. A intensidade e o ganho dos lasers foram ajustados para
cancelamento da autofluorescéncia da pele.

O valor da intensidade do sinal da molécula fluorescente (TRITC-dextrano) foi extraido

de cada imagem gerada pelo CLSM usando o ZEN Black Edition 2012 versao 8.1. Para analises
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posteriores, o software ImagelJ foi usado para dividir cada imagem em duas partes. O estrato
corneo foi usado como referéncia para a divisdo, entdo a parte “superior” compreendeu do
inicio da imagem até o topo da pele, enquanto a parte “inferior” foi do final da parte superior
até o final da selegdo mantendo a mesma 4rea da primeira selegdo. O valor “médio” do sinal
de TRITC-dextrano obtido de cada andlise foi usado para comparagao estatistica.
Previamente aos testes de penetracdo cutinea, as NPs também foram verificadas por
microscopia confocal com esses mesmos pardmetros para garantir que era possivel visualiza-
las. Para isso, uma gota de cada dispersao foi diretamente posicionada em uma lamina de vidro

e levada ao microscopio.

4.1.2.5. Encapsulagdo do Tofacitinibe

A encapsulacdo do citrato de tofacitinibe foi feita por atragdo eletrostatica, adicionando-
se 1 mL de solucdo do farmaco a 100 pg/mL ou 500 pg/mL em acetona a 1 mL de NPs A ou
B prontas, sob agitagdo constante & 400 RPM por 2h, apos esse periodo, as amostras foram
transferidas para tubos Eppendorf e centrifugadas 20.000 x g por 10 min. Uma aliquota de 1

mL foi retira para a quantificagdo do f&rmaco por HPLC.

4.1.2.6. Quantificagdo de Tofacitinibe por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

A quantificagdo do citrato de tofacitinibe foi realizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) seguindo uma metodologia previamente estabelecida e validada
(CHRISTMANN et al., 2020) em um sistema Dionex UltiMate 3000 da Thermo Fischer
Scientific (Dreieich, Germany), constituido por uma bomba LPG-3400SD, autoinjetor de
amostras WPS-3000, forno de coluna TCC-3000 e detector de arranjo de fotodiodo DAD3000.
O volume de inje¢dao das amostras foi de 10 pL, com método isocratico de metanol:tampao
acetato de amonio 10 mM pH 5,0 (45:55) a um fluxo de 200 pL/min, utilizando-se uma coluna
C18 Syncronis (150 mm x 2,1 mm, 3 um, Thermo Fischer) a 35°C. O tofacitinibe foi detectado

4287 nm ¢ 6,1 min. O método foi linear entre uma concentrag¢do de 0,1 a 500 ug/mL (r*> = 1).

4.1.2.7. Analises Estatisticas

A intensidade do sinal de TRITC-dextrano 150 kDa foi avaliada por ANOVA com teste
post hoc de Tukey para comparacdo quantitativa entre amostras no GraphPad Prism® 9
(GraphPad Software, Inc). Os dados de AFM foram testados para significincia usando
OriginPro, Versao 2024 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA) por ANOVA com
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teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia foi definido como 0,05. Todos os dados sdo

expressos como média + desvio padrao (DP) das réplicas.
4.1.3. Resultados e Discussdo
4.1.3.1. Caracterizagdo das NPs de gelatina

Aqui, foram produzidas quatro NPs, as formulagdes de NPs puras apresentaram aparéncia
esbranquicada, enquanto as particulas carregadas com o corante apresentaram uma coloragao
rosada (Figura 11). Elas foram nomeadas segundo o tipo de gelatina e o tamanho, NPs de
gelatina tipo A maiores e menores foram nomeadas “AG” e “AP”, respectivamente, as NPs de
gelatina tipo B seguiram a mesma logica e foram nomeadas de “BG” e “BP” para se referir as

NPs maiores e menores, respectivamente.

Figura 11 - Aspecto visual das NPs em acetona. A esquerda NPs BP puras de aparéncia esbranquigada; a

direita NPs BP carregadas com TRITC-dextrano 150 kDa, de aparéncia rosada.

Inicialmente, foram produzidas NPs vazias com a adi¢do de metabissulfito de sddio como
agente de parada apds 3h da reacdo de crosslinking e todas as NPs eram purificadas por
centrifugacdo. No entanto, durante o processo de redispersdo das NPs em agua, apenas uma

fracdo das NPs se desprendia do pellet (Figura 12), diminuindo o rendimento do processo e
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resultando em grandes agregados, principalmente para as NPs AG, além disso, os potenciais
zeta dessas NPs com gelatina tipo A encontravam-se proximos da neutralidade, o que ndo era
de interesse para o estudo (Tabela 1). De fato, o ponto isoelétrico (pI) das NPs A era atingido

no pH 5,49+0,62, enquanto o pl das NPs B era atingido no pH 4,54+0,14.

Figura 12 - Pellet de NPs formado ap6s o primeiro ciclo de centrifugacdo de AG carregada com TRITC-

dextrano 150 kDa. A coloragdo rosada do sobrenadante se deve ao corante ndo encapsulado.

Tabela 1. Caracteristicas das NPs de gelatina puras produzidas com metabissulfito de sédio. NPs com
gelatina tipo B foram medidas em pH 7,4, enquanto NPs com gelatina tipo A foram medidas em pH 5,2. *

”G ” e “P” referem-se a grande e pequeno, respectivamente.

NP * Tamanho (nm) Pdl C-potencial (mV)
AG 849,6+207,1 0,65+0,23 0,75+0,4
AP 190,2+1,1 0,04+0,04 -0,79+0,4
BG 495,9+10,8 0,26+0,02 -7,03+1,0
BP 217,3+4,6 0,07+0,04 -11,4+1,2

A remocao do metabissulfito de s6dio melhorou tanto o processo de redispersao, quanto
0s potenciais zeta, que aumentaram em modulo para todas as NPs, AP e AG aumentaram para
11,740,4 e 15,7+#1,0 mV, respectivamente; ¢ BP e BG aumentaram para -32,3+0,9 mV,

aproximadamente. Além disso, o pI das NPs também foi deslocado para a direita (Figura 13).
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Figura 13 - Potencial zeta (mV) das NPs entre pH 3,5 e 8,0, com indicagéo do pl.

Apos os ajustes na obtengdo das NPs, foram obtidas quatro NPs carregadas com TRITC-
dextrano 150 kDa com tamanhos estatisticamente diferentes entre si (Figura 14). Com a
encapsulacdo do corante, houve um ligeiro aumento no tamanho das NPs, essa e outras
caracteristicas estdo descritas na Tabela 2. A gelatina tipo A resultou em NPs maiores e
menores com carga positiva, enquanto a gelatina tipo B resultou em NPs com carga negativa

de tamanhos intermediarios.
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Figura 14 - Tamanho hidrodindmico das NPs de gelatina carregadas com TRITC-dextrano 150 kDa. Os

tamanhos das NPs mostraram diferenca estatistica entre si (p<<0.0001).

Entre as NPs, foi possivel observar aumento no Pdl com o incremento de tamanho, no
entanto, todas as NPs apresentaram uma distribuicdo de tamanho estreita (~0,2) (DANAEI et

al., 2018), com AP apresentando o comportamento mais monodisperso. Os valores de potencial
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zeta de NPs com carga negativa indicam uma tendéncia de maior estabilidade dessas NPs em
compara¢do com as NPs com carga positiva, uma vez que valores de potencial zeta superiores
a [30] mV implicam em menor probabilidade de agregacdo durante o armazenamento
(TURANLI; ACARTURK, 2022; WU et al., 2011; ZHONG; ZHANG, 2019). A EE% foi
maior para as NPs menores, em consonancia com estudos anteriores (KHAN; SCHNEIDER,

2013; WEISS et al., 2022).

Tabela 2. Caracteristicas das NPs de gelatina carregadas com TRITC-dextrano 150 kDa. NPs com gelatina
tipo B fora, medidas em pH 7,4, enquanto NPs com gelatina tipo A foram medidas em pH 5,2. * G ” ¢ “P”

referem-se a grande e pequeno, respectivamente.

Moédulo de
. Tamanho C-potencial
NP PdI EE (%) CF (%) Young
(nm) (mV)

(MPa)
AG 7655+ 14,1 0,17+0,11 17,4+ 13 452 +642  3,10+0,50 9,77 £2,48
AP 219,1+83 0,04 +0,01 8,10+0,3 652+835 1120+1,70 12,05+2,47
BG 553.8+19,3 0,21 0,01 304+06  479+10,6  3,40+0,70 17,71 + 2,65
BP 356,029  0,19+0,01 330+1,5 582+11,6 7,40+ 1,60 14,17 +2,23

A gelatina tipo A resultou em NPs mais “macias”, refletidas nos valores menores do
modulo de Young para essas particulas em comparacdo com as NPs de gelatina tipo B (Tabela
2). Entretanto, ndo houve uma tendéncia clara de que particulas menores resultem em
elasticidade menor ou maior, uma vez que o comportamento ¢ exatamente o oposto para

particulas do tipo A e do tipo B.
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Figura 15 - Aspecto morfologico das NPs de gelatina carregadas com TRITC-dextrano 150 kDa por AFM.
A-B) AP em 3D e 2D, respectivamente; C-D) BP em 3D e 2D, respectivamente; E-F) AG em 3D e 2D,

respectivamente; e G-H) BG em 3D e 2D, respectivamente.
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As analises morfoldgicas (Figuras 15 e 16) mostram NPs de formato esférico,
corroborando com os achados do DLS em termos de tamanho; ainda que o tamanho pareca ser
ligeiramente menor que os resultados do DLS, algo que pode ser atribuido a desidratacao das

NPs durante a preparacdo da amostra para esse tipo de analise.
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Figura 16 - Aspecto morfologico das NPs de gelatina carregadas com TRITC-dextrano 150 kDa por MEV.
A) AP, B) AG, C) BPe D) BG.

4.1.3.2. Experimentos de penetragdo cutdnea com e sem iontoforese

Ap6s 6h de aplicacdo de uma corrente de 1 mA em todas as NPs, nenhuma quantidade
de TRITC-dextrano 150 kDa foi quantificada no sobrenadante, portanto, as NPs foram
consideradas estaveis para os experimentos de penetragdo cutdnea. Além disso, antes dos
experimentos e da padroniza¢do da concentracdo, as NPs foram observadas por microscopia

confocal nas mesmas condi¢cdes das amostras de pele (Figura 17).
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Figura 17 - Microscopia Confocal de Varredura a Laser das NPs em 4gua. A) NPs AP; B) NPs AG; C) NPs
BP ¢ D) NPs BG. Objetiva: 10x.

A partir das imagens de microscopia confocal ¢ possivel visualizar a diferenga entre
transporte passivo e iontoforético. O sinal do TRITC-dextrano ¢ visualmente mais pronunciado
em amostras de ION para NPs e para o controle (Figuras 18, 19 e 21). Diferentes estudos com
NPs de PLGA mostraram resultados semelhantes, com maior acumulo dessas particulas, com
tamanhos variando em torno de 50 a 200 nm, em FPs e no estrato corneo apds o transporte
iontoforético em comparagdo ao transporte passivo (TAKEUCHI et al., 2017; TOMODA et
al., 2017, TOMODA et al. ., 2012a, 2012b, 2011) .

FL MO IS

Controle negativo

Controle positivo passivo

Controle positivo ION

Figura 18 - Imagens de microscopia confocal de controles apos testes de penetrag@o cutanea in vitro com e
sem iontoforese por 6h em células de Franz modificadas. Controle negativo: PBS pH 7,4, controle passivo
positivo: solugdo de TRITC-dextrano 150 kDa 2 mg/mL e controle iontoforético positivo: solugao TRITC-
dextrano 150 kDa 2 mg/mL sob ION anodica de 0,5 mA/cm?. FL: fluorescéncia; MO: microscopia optica;

IS: imagens sobrepostas.



52

Em relacdo as imagens dos controles (Figura 18), o transporte iontoforético aumentou
visualmente a entrega do corante livre. Contudo, ndo foi explicitamente direcionado aos FPs,
além disso, devido as diferencas de EE%, os controles eram ligeiramente mais concentrados
que as NPs, especialmente em comparagdo com as NPs maiores, que tiveram a EE% menor.
Por outro lado, o transporte passivo de NPs mostra uma tendéncia de acumulagdo em FPs para
todos os tipos de NPs, exceto AP, a menor com 220 nm, que se acumulou principalmente no
estrato corneo. Isso também se repetiu apds transporte iontoforético, onde as imagens de AP
mostram maior sinal do corante, mas, principalmente, na parte superior da pele.

Por outro lado, nas imagens das amostras de AG (760 nm), as NPs podem ser observadas
ndo apenas na abertura do FP, como também em por¢des mais profundas (Figura 19),
marcadamente na amostra iontoforética, o que pode ser atribuido ao tamanho maior ¢ a
combinag¢do dos componentes EM e EO indo na mesma dire¢do, do anodo para o catodo. Esses
resultados corroboram um estudo classico nesta area, no qual NPs de PLGA e de silica variando
de aproximadamente 100 nm a cerca de 850 nm foram aplicados em pele de orelhas suinas por
30 minutos apds uma massagem de 3 minutos, e os resultados mostram que NPs em torno de
650 nm poderiam atingir distancias mais profundas nos FPs, enquanto NPs em torno de 200
nm e particulas submicrométricas (850 nm) acumularam-se nas partes superiores das estruturas
(PATZELT et al., 2011). Um estudo anterior também mostrou um aciimulo de NPs de PLGA
carregados com cumarina-6 na epiderme, ¢ ndo na derme de pele humana abdominal em
estudos de penetragdo in vitro; neste caso, o tamanho das NPs variou entre 160 e 280 nm e foi
associado ao microagulhamento (ZHANG et al., 2010) . Outro estudo recente mostrou que um
gel de emulsdo Pickering estabilizado com nanocristais de celulose com tamanhos de goticulas
de 679 nm, carregado com cumarina-6, atingiu com sucesso os foliculos pilosos apds a
aplica¢do da formulagdo na pele do dorso de camundongos Kunming machos por 2h durante
experimentos in vivo (PANG et al., 2024). Outro experimento mostrou que NPs de acido
hialurénico de 400 nm eram mais eficientes na entrega de clindamicina aos FPs do que NPs de
quitosana ligeiramente menores em torno de 360 nm, embora neste caso, a escolha do polimero
possa desempenhar um papel na eficiéncia da entrega do medicamento (TOLENTINO et al.,

2021).
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AP passivo

AP ION

AG passivo
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Figura 19 - Imagens confocal de amostras do FPs apos testes de penetragdo cutanea in vitro de NPs com
gelatina tipo A com e sem iontoforese por 6h em células de Franz. Barra de escala: 200 um. ION:

iontoforese; FL: fluorescéncia; MO: microscopia optica; IS: imagens sobrepostas.

Quanto a entrega iontoforética de NPs com carga negativa, um ponto deve ser destacado.
No pH fisiolédgico, a pele fica carregada negativamente, e o fluxo de EO criado vai do a&nodo
para o catodo, que esta na dire¢do oposta da EM das moléculas negativas colocadas no catodo
(Figura 20) (ANDRADE et al., 2023; GRATIERI; KALIA, 2021). Como o impacto do EO era

desconhecido, a ION para NPs do tipo B foi realizada tanto no anodo quanto no cétodo.
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Figura 20 - Diregdo do fluxo eletroosmotico em diferentes condigdes. As setas apontam a direcdo do

fluxo. Adaptado de Andrade et. al., 2023.

As imagens de microscopia confocal mostraram que a entrega de BP por ION anddica ¢

visualmente comparavel a entrega passiva, enquanto a imagem iontoforética catddica de BP

mostrou um acimulo pronunciado de NPs nos FPs (Figura 21). Neste caso, para a entrega

iontoforética de BP, pode-se concluir que o componente EM foi responséavel pelo aumento do

acimulo de NPs nessas estruturas (ou seja, na entrega catddica), ja que a EO foi o unico

componente participante na entrega anoddica. Os resultados também seguem descobertas

anteriores de que NPs entre 300 e 400 nm, como ¢ o caso da BP com 360 nm, se acumulariam

principalmente na regido da protuberancia de células-tronco dos FPs (LADEMANN et al.,
2015; PATZELT et al., 2011). No entanto, a entrega de BG, as maiores NPs carregadas

negativamente, ndo pdde ser diferenciada visualmente, embora BG tivesse um tamanho

adequado de 550 nm para o direcionamento de FPs.
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BP passivo
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Figura 21 - Imagens confocal de amostras dos FPs apos testes de penetracdo cutanea in vitro de NPs com
gelatina tipo B com e sem iontoforese por 6h em células de Franz. Barra de escala: 200 pm. ION:

iontoforese; FL: fluorescéncia; MO: microscopia optica; IS: imagens sobrepostas.

4.1.3.3. Intensidade do sinal de microscopia confocal de varredura a laser

Para corroborar os achados das micrografias, a intensidade do sinal TRITC-dextrano de
todas as amostras da imagem inteira foi extraida e analisada estatisticamente (Figura 22). Os
controles tiveram um sinal fluorescente alto, proximo aos de AG e BP. No entanto, vale a pena
mencionar novamente que devido a EE% das NPs, a concentragdo de TRITC-dextrano nos
controles foi ligeiramente maior do que nas NPs, especialmente para NPs maiores, que tiveram
EE% menor.

Considerando a distribuicdo nas amostras dos controles (Figura 18), ¢ 6bvio que a

fluorescéncia da macromolécula ¢ da superficie e ndo dos FPs; portanto, nenhum
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direcionamento especificamente pronunciado para essas estruturas pode ser concluido. A
deposicao de AG nos FPs gerou um sinal mais alto ap6ds a penetragdo passiva (p < 0,05) em
compara¢do com todas as outras NPs, embora AG tenha a menor EE% (aproximadamente
45%). O mesmo ocorreu com o sinal de AG apds a ION, que também foi estatisticamente

superior (p<0,05) as outras NPs, exceto quando comparado com BP apo6s iontoforese catddica.
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Figura 22 - Intensidade de sinal do TRITC-dextrano 150 kDa extraido das imgaens de microscopia

confocal de varredura a laser. *p<0.05.

Embora o sinal iontoforético de AP tenha sido o segundo maior das NPs, conforme
mencionado e visualizado acima e como foi observado nos controles (Figuras 18 e 22), as NPs
acumularam-se principalmente na parte superior da pele e ndo penetraram nos FPs, o que pode
ser uma explicagdo para a maior variabilidade de sinais entre as amostras.

Embora as imagens de BP tenham mostrado um excelente acimulo no FP ap6s a ION
catddica, ¢ possivel concluir pela intensidade do sinal do corante e pelas imagens confocal
(Figura 21) que BP sofreu até certo ponto o impacto do fluxo eletroosmoético durante a ION
anodica. Porém, o componente EM foi suficiente para entregar uma quantidade significativa
de NPs aos FPs, confirmando o que foi observado nas imagens confocal relatadas
anteriormente. No entanto, as amostras de BG nao apresentaram melhora visivel comparando
o transporte passivo e o iontoforético. Os resultados indicam que o BG, maior que o BP, foi
ainda mais impactado pelo contrafluxo da EO da ION anddica. Conforme discutido

anteriormente, a EO afeta principalmente particulas maiores (GRATIERI et al., 2021) , o que
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explica por que o transporte iontoforético anddico resultou em uma entrega de NP pior em
comparagdo ao transporte passivo e porque o transporte iontoforético catédico nao foi capaz
de atingir os mesmos niveis das NPs tipo A e NPs menores do tipo B.

Para entender melhor o comportamento de deposi¢do de NPs e o efeito da iontoforese, as
imagens de microscopia confocal foram seccionadas em partes “superior” e “inferior” (Figura
23). Esta analise confirmou que o AP se acumulou principalmente na parte superior da pele
durante a entrega passiva (Figura 23A), estatisticamente superior a todos os NPs (p<0,05). Para
as areas mais profundas da pele, 0 AP também gerou o maior sinal de TRITC-dextrano, embora
ndo tenha havido diferenga estatistica entre as NPs. Todas as particulas tiveram desempenho
semelhante na parte “inferior”.

Para o transporte iontoforético, AG teve um sinal estatisticamente superior a todos as
NPs e controle (p<0,05), confirmando a capacidade de acumular nas areas mais profundas dos
FPs (Figura 23B). Demonstrando que NPs de gelatina carregadas positivamente e de tamanhos
maiores se acumulam em maior extensdo nos FPs do que NPs menores. No entanto, para NPs
de gelatina carregadas negativamente, a tendéncia ¢ o oposto. Também ¢ possivel ver a
diferenga entre o transporte iontoforético anddico e catddico para NPs menores com carga
negativa. BP apds iontoforese catodica (BP-C), que teve o segundo maior sinal de fluorescéncia
quando toda a imagem foi avaliada, mostrou um sinal estatisticamente superior apenas ao de
BG, apods iontoforese catddica ou anddica, quando as partes inferiores das imagens foram
analisadas, mas também mostrou um sinal mais alto em comparacdo a BP-A (p>0,05), o que
destaca a contribuicdo do EM para a entrega dessas NPs para por¢des mais profundas nos FPs.
O efeito de EO pode ser visto na iontoforese anddica do BP, que resultou no maior acimulo na
parte superior da pele, superior a todas as NPs de gelatina (p<0,05), exceto AP. Para NPs
maiores com carga negativa, ou seja, BG, ndo houve diferenca entre a iontoforese anddica e

catddica (p>0,05).
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Figura 23 - Intensidade de fluorescéncia de TRITC-dextrano 150 kDa de amostras seccionadas nas partes
superior ¢ inferior extraidas de micrografias de microscopia eletronica de varredura a laser. (A) transporte
passivo; (B) transporte iontoforético. “A” e “C” referem-se a iontoforese “anddica” e “catodica”,
respectivamente. Comparagdes insignificantes (p>0,05) ndo foram mostradas no grafico de “iontoforese”.

Controle: solugdo de TRITC-dextrano 150 kDa (2 mg/mL). *p<0.05, **** p<0.0001.

Desta forma, parece plausivel esperar que NPs maiores (de aproximadamente 500 a 800
nm) atinjam passivamente os FPs. No entanto, quando se trata de combinar a aplicagdo da ION,

as NPs carregadas positivamente sdo evidentemente mais propensas a niveis de acumulagao
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mais elevados, uma vez que se beneficiam dos dois principais mecanismos de transporte
iontoforético: EO e EM. Em contraste, para as NPs carregadas negativamente, ndo ¢ possivel
determinar previamente se EM ou EO sera o componente de entrega dominante. Nesses casos,
experimentos de permeacao e avaliagdes direcionadas ao FPs s@o essenciais para a triagem de

formulacgodes.

4.1.3.4. Encapsulagdo de Tofacitinibe

Ap6s definir as melhores particulas para o direcionamento topico de farmacos aos FP, i.e.,
AG e BP, foram realizadas tentativas de se encapsular o tofacitinibe nesses sistemas. O
tofacitinibe ¢ um inibidor de Janus quinase, que tem se mostrado efetivo no tratamento da
alopecia areata, no entanto quando administrado oralmente, seus beneficios se contrapdem ao
seus diversos efeitos adversos como diarreias, foliculite, aumento do acido urico, danos leves
ao figado, dentre outros (BEHRANGI et al., 2022; FERREIRA; FERREIRA; SCHEINBERG,
2020; HUANG et al., 2023; KENNEDY CRISPIN et al., 2016; LIU et al., 2017). Portanto, um
sistema de liberagdo topico seria de grande interesse para reduzir esses efeitos adversos e
melhorar a efetividade do tratamento dessa condigao.

Uma curva de calibracdo foi construida para quantificacdo do tofacitinibe. A curva
analitica nas concentragdes de 0,1 a 500,0 pug/mL em metanol estd representada na Figura 24.
O coeficiente de correlagdo r = 1 mostra a linearidade do método na faixa de concentragdo
estudada.
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Figura 24 - Representacdo grafica da curva analitica do Tofacitinibe na faixa de concentragdo de 0,1 a

500,0 pg/mL em acetona; n = 3. Equag8o da reta: y = 0,7925x; coeficiente de correlacdo linear: r = 1.
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No entanto, as caracteristicas fisico-quimicas do tofacitinibe (log P 1,58) ndo sdo
compativeis com as NPs de gelatina. Apds a adi¢do do farmaco nas NPs prontas, houve uma
separagdo de fases (Figura 25). Além disso, a quantidade de medicamento no sobrenadante
também foi quantificada e os resultados mostraram que, de fato, o tofacitinibe ndo foi

encapsulado em nenhum dos sistemas.
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Figure 25 - NPs preciptadas ap6s a adigdo de Tofacitinibe.
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4.1.4. Conclusoes

Em conclusdo, as NPs positivas e maiores (AG) resultaram em maior sinal TRITC-
dextrano apos transporte passivo e iontoforético. A ION aumentou significativamente o
transporte das NPs de gelatina, notadamente a entrega de NPs maiores com carga positiva e de
NPs de tamanho intermediario com carga negativa (BP), ampliando as aplicagdes dessas NPs
e trazendo novas oportunidades de tratamento para diversas doencas que comprometem os FPs.

A escolha inicial pelo tofacitinibe se deu pelo grande interesse nessa classe de
medicamentos para o tratamento da alopecia areata, com resultados promissores em estudos
clinicos com a administragdo da sua forma oral, mas com a lacuna de sistemas de liberagao
mais apropriados para melhorar a permeacdo do farmaco e direciona-lo para os FPs e que
minimizassem os efeitos adversos. No entanto, os resultados iniciais insatisfatorios, o alto custo
do farmaco e a baixa eficiéncia de encapsulagdo (19,8% = 3,6%) em um sistema de liberagao
desenvolvimento pelo grupo em trabalhos anteriores (CHRISTMANN et al., 2020), fez com
que os esforcos, nesse momento, fossem direcionados para um farmaco mais acessivel, ja
aceito em testes clinicos para o tratamento da alopecia androgenética, de grande interesse, mas
ainda pouco explorado em termos de sistemas de liberacdo apropriados, e que possa gerar um
produto final de fécil aceitagdo, que ¢ a dutasterida.

Portanto, a partir dos resultados aqui encontrados, e considerando-se o objetivo final
mencionado, objetivou-se desenvolver um sistema mais apropriado para a encapsulacdo da
dutasterida, tendo como base as caracteristicas das NPs AG e BP, que resultaram em uma

deposi¢@o melhor e mais profunda nos FP.
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4.1.5. Produtos cientificos relacionados
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skin transport when combining nanocarriers with iontophoresis. We further provide an overview of the

conditions in which this combination has been studied, the characteristics of nanosystems employed,

and hypothesize why the association has succeeded or failed to enhance drug permeation.

Expert opinion: Nanocarriers and iontophoresis association can be promising to enhance cutaneous

drug delivery. For better results, the electroosmotic contribution to the iontophoretic transport, mainly

of negatively charged nanocarriers, charge density, formulation pH, and skin models should be

considered. Moreover, the transfollicular pathway should be considered, especially when designing

the nanocarriers.
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4.2.POTENCIAL DE DIRECIONAMENTO FOLICULAR VESICULAS
LIPIDICAS CARREGADAS COM DUTASTERIDA PARA O TRATAMENTO
DE ALOPECIA ANDROGENETICA.

4.2.1. Introducao

A alopecia androgenética ¢ a forma mais comum de calvice, afetando 80% dos homens
¢ 50% das mulheres com menos de 70 anos de idade (ALSANTALI; SHAPIRO, 2009; PRICE,
1999). Embora ndo seja uma doenca que apresente risco de vida, € crucial considerar o impacto
psicologico dessa condi¢do nos pacientes. Muitos deles enfrentam transtorno dismorfico
corporal e experimentam uma redugdo significativa na autoestima, potencialmente
desenvolvendo doengas como ansiedade e depressao (HUNT; MCHALE, 2005; LOLLI et al.,
2017). Embora a alopecia seja uma condi¢do ha muito conhecida, os tratamentos disponiveis
ainda sdo muito limitados.

O tratamento atual da alopecia androgenética compreende, principalmente, a finasterida
oral, um inibidor da 5-alfa redutase; e minoxidil topico, que promove o crescimento capilar,
prolongando a fase aniagena, mas ndo interrompe a progressdo da alopecia (PHILLIPS;
SLOMIANY; ALLISON, 2017). Além disso, ambos apresentam limitacdes significativas.
Enquanto a absorcdo sistémica da finasterida pode causar efeitos adversos sexuais, como
disfuncao erétil e ejaculatoria, impoténcia sexual e ginecomastia (MADHESWARAN et al.,
2013), o minoxidil tem baixa solubilidade em 4gua (2 mg/mL) para atingir as concentragdes
terapéuticas que variam de 2 a 5% (ASIM et al., 2023; OLSEN et al., 2002; SUCHONWANIT
et al.,, 2018), o que traz uma série de dificuldades técnicas para uso. Devido as suas
caracteristicas, o minoxidil é veiculado em solugdes com alto teor de etanol e/ou
propilenoglicol, substancias extremamente irritantes para a pele apos aplicacdes repetidas
(JEONG et al., 2019; SHARMA et al., 2019; WANG et al., 2017). Além disso, esses veiculos
volateis tendem a evaporar, resultando na cristalizagdo do minoxidil no couro cabeludo,
impedindo sua penetracdo (ANGELO et al., 2016; PEREIRA et al., 2017).

A dutasterida (DUT) tem sido explorada como uma opg¢ao mais eficaz para o tratamento
da alopecia (ARIF et al., 2017; RATHNAYAKE; SINCLAIR, 2010). A DUT pertence a
mesma classe da finasterida, mas por ser mais potente (BUSANELLO; TURCATEL, 2018;
CLARK et al., 2004), pode ser administrada em doses menores e menos frequentes,
contribuindo para a adesdo ao tratamento. De fato, a DUT resultou em eficécia superior no
crescimento capilar em comparagdo a finasterida em diferentes ensaios clinicos (EUN et al.,

2010; GUBELIN HARCHA et al., 2014; OLSEN et al., 2006; SHANSHANWAL; DHURAT,
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2017). No entanto, a DUT também tem um grande potencial para causar os mesmos efeitos
adversos da finasterida, com o agravamento de uma meia-vida mais longa de aproximadamente
5 semanas (HIRSHBURG et al., 2016). Assim, desenvolver uma formulagao tépica de DUT
ndo irritante que direcione o medicamento aos foliculos pilosos (FPs), reduzindo a absor¢ao
sistémica e, consequentemente, minimizando os efeitos adversos, ¢ de grande interesse para o
tratamento da alopecia androgenética. No entanto, as caracteristicas fisico-quimicas da DUT
tornam o desenvolvimento de tal sistema de liberagdo de farmacos mais desafiador.

A DUT ¢ um farmaco muito lipofilico (log P = 6,8), o que impede sua incorporacdo em
formulagdes aquosas convencionais. Por outro lado, a incorporagdo do DUT em veiculos
oleosos resultaria em um produto com aparéncia pesada e indesejavel ao cabelo
(USHIROBIRA et al., 2020). Portanto, a DUT requer uma alternativa nanotecnoldgica para ser
entregue de forma eficaz. Neste contexto, as vesiculas lipidicas, como lipossomas e etossomas,
estdo entre os sistemas de liberagdo de firmacos mais versateis para encapsular farmacos
lipofilicos devido ao seu carater anfifilico.

Estruturalmente, os lipossomas sdo vesiculas de bicamada lipidica com um nucleo
aquoso disperso em um meio aquoso para que possam encapsular moléculas lipofilicas e
hidrofilicas (JHA; K. SHARMA; MALVIYA, 2016; NSAIRAT et al., 2022). Eles sao
biocompativeis, biodegradaveis e seguros para aplicagao topica (DOS SANTOS et al., 2020;
MCCLEMENTS; RAO, 2011; PEPIC et al., 2014). Os lipossomas também sdo versateis em
sua composicdo. E possivel obter vesiculas com diferentes caracteristicas com pequenas
alteracdes na composicao. Por exemplo, a adi¢do de colesterol resulta em vesiculas mais rigidas
(HUNG et al., 2007), enquanto a adi¢ao de tensoativos resulta em vesiculas mais flexiveis,
nomeadas de transfersomas (TFs) (AKRAM et al., 2021). Ha também vesiculas produzidas
com etanol, um conhecido promotor de permeagdo, sendo chamadas de etossomas, tais
vesiculas também possuem maior elasticidade em relagdo aos lipossomas (PAIVA-SANTOS
et al., 2021).

Os lipossomas ja foram descritos na literatura como capazes de promover a liberacao
sustentada de fArmacos e como capazes de interagir com os lipidios do estrato cdrneo e o sebo
dos FPs (SANTOS et al., 2018), resultando na formagao de uma pelicula com efeito oclusivo,
0 que proporciona um tempo de contato prolongado entre a formulacdo e o local-alvo,
aumentando a penetragdo do firmaco (ANDRADE et al., 2014; CAMERA et al., 2010;
TOLENTINO et al., 2020). Trabalhos anteriores demonstraram a superioridade de uma
formulagdo de lipossomas na promocao de uma maior permeacgao cutdnea de DUT do que uma

solu¢do hidroalcoolica de DUT e de géis convencionais (SHARMA et al., 2011). No entanto,
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o trabalho mencionado usou pele de camundongo como modelo, que ¢ mais permeavel do que
a pele humana e suina, e ndo verificou o acimulo de DUT nos FPs. De fato, para o tratamento
topico eficaz da alopecia, a formulacao deve ter como alvo os FPs para limitar a exposi¢ao
sistémica a0 medicamento.

Portanto, este trabalho teve como objetivo desenvolver lipossomas carregados com
DUT com diferentes estruturas de bicamada, incluindo um lipossoma convencional obtido com
fosfatidilcolina (LP PC), um lipossoma mais rigido com colesterol em sua composicao (LP
Chol), um lipossoma mais flexivel (TFs) e etossomas (ET), para avaliar a capacidade de tais

sistemas em atingir os FPs, aumentando o acimulo de DUT nessas estruturas.
4.2.2. Material e métodos
4.2.2.1. Materiais

A DUT foi adquirida da Henan Tianfu Chemical Co. (Zhengzhou, China). A
fosfatidilcolina (PC) da soja foi adquirida da Lipoid (S 100 - PC >94,0 % -, Ludwigshafen, RP,
Alemanha). O metanol, o Chol, o Tween ® 80 e o acetato de sodio foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O etanol, o dodecil sulfato de soédio (SDS), o cloroféormio e o
acido acético foram adquiridos da Dindmica (Sao Paulo, Brasil). O acetonitrila foi adquirido
da JT Baker (New Jersey, NJ, EUA). O Glucam N foi adquirido da Biovital (Sao Carlos,
Brasil). A fita Scotch n °. 845 Book foi adquirida da 3 M (St. Paul, MN, EUA). A cola de
cianoacrilato foi adquirida da Henkel Loctite (Dublin, Irlanda). A 4gua foi purificada usando
um sistema Milli-Q (Millipore, Massachusetts, EUA) com um filtro de extremidade de poro de
0,22 pm. Todos os outros produtos quimicos e reagentes eram de grau analitico.

As orelhas suinas foram obtidas de um matadouro local (Suino Bom Alimentos LTDA.,
Brasilia, Brasil) logo apos o sacrificio animal. Em todos os experimentos, foi usada pele suina
de espessura total (espessura de aproximadamente 2,0 mm). Isso significa que a gordura
subcutanea foi removida, deixando toda a derme intacta. Dessa forma, todas as camadas da
pele epidérmica e dérmica estavam intactas, garantindo que os foliculos pilosos ndo fossem
danificados de forma alguma. Amostras de pele removidas das orelhas e limpas foram

armazenadas a -20 °C por no maximo 1 més.
4.2.2.2. Formagao de lipossomas

Os lipossomas foram obtidos pela técnica de hidratagio de filme lipidico (de SA et al.,

2015). Resumidamente, solugdes estoque de DUT (28 mM), PC (200 mM) e Tween ® 80 (200
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mM) foram preparadas em metanol, enquanto uma solu¢ao de Chol (10 mM) foi preparada em
cloroférmio. A composicao dos lipossomas esta listada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composigdo dos lipossomas.

DUT Fosfatidilcolina Colesterol Tween ® 80
Lipossomas
28 mM 200 mM 10 mM 200 mM
LPPC 0,25 mL 2 mL - -
LP Col 0,25 mL 2 mL 0,25 mL -
TF 0,25 mL 2 mL - 0,225 mL

Todas as formulagdes tiveram uma concentracao final de DUT de aproximadamente 0,30 mg/

mL.

Os filmes lipidicos foram formados por rotoevaporacdo (IKA Lab Dancer, IKA,
Staufen, Alemanha) a 60°C por 30 min. Os filmes foram entdo hidratados por 1 h com 10 mL
de tampao acetato (pH 5,4). Ap6s a hidratagdo, a formulagdo foi homogeneizada por 30 min a
14.500 rpm em Turrax ® RW 20 (IKA Lab Dancer, Staufen, Alemanha).

Como a DUT nao ¢ soluvel no meio tampao de acetato (solubilidade em agua: 0,908
pg/mL), a porcdo do farmaco que ndo foi encapsulada nos lipossomas formou cristais. Para
remové-los, as dispersdes de lipossomas foram filtradas com filtros hidrofilicos de
politetrafluoroetileno (PTFE) com tamanho de poro de 0,45 um. Os lipossomas filtrados foram

usados em todos os experimentos.
4.2.2.3. Obtencdo de etossomas

Os etossomas foram obtidos pela técnica de gotejamento de dgua (SGUIZZATO et al.,
2020). Brevemente, solugdes etandlicas de PC (200 mM) e DUT (17 mM) foram produzidas.
O volume da solug¢do de DUT foi fixado em 0,30 mL para atingir a concentracdo necessaria de
aproximadamente 0,30 mg/mL. O volume da solu¢do de PC variou entre 0,70 e 4,20 mL para
obter etossomas com concentragdes etandlica entre 10 e 45%. Agua Mili-Q foi gotejada com o
auxilio de uma seringa até o volume final de 10 mL. A composi¢ao dos etossomas esta listada

na Tabela 4 a seguir.
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Tabela 4 - Composigdo dos etossomas.

DUT Fosfatidilcolina

Etossomas 7 M 200 mM Agua Mili-Q
ET10% 0,30 mL 0,70 mL 9,0 mL
ET15% 0,30 mL 1,20 mL 8,5 mL
ET20% 0,30 mL 1,70 mL 8,0 mL
ET25% 0,30 mL 2,20 mL 7,5 mL
ET30% 0,30 mL 2,70 mL 7,0 mL
ET35% 0,30 mL 3,20 mL 6,5 mL
ET40% 0,30 mL 3,70 mL 6,0 mL
ET45% 0,30 mL 4,20 mL 5,5mL

Todas as formulagdes tiveram uma concentracao final de DUT de aproximadamente 0,30 mg/

mL.

Alternativamenete, apds a obten¢do, os etossomas com teor etanolico de 30% foram
secos em rotoevaporador (IKA Lab Dancer, IKA, Staufen , Alemanha) a 40°C até os volumes
de 5 e 7 mL para remocao do etanol. Os volumes foram posteriormente completados para 10

mL com agua Mili-Q.

4.2.2.4. Caracterizagdo de vesiculas carregadas com DUT
4.2.2.4.1. Tamanho das vesiculas e potencial zeta

O diametro hidrodinamico e o indice de polidispersdo (PdI) foram determinados por
espalhamento dindmico de luz e o potencial zeta por mobilidade eletroforética (Zetasizer
Nanoseries , Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) usando as amostras diluidas

em agua purificada (1:100 v/v) a 25°C. Todas as medi¢des foram realizadas em triplicata.

4.2.2.4.2. Doseamento de DUT e eficiéncia de encapsulagdo

Para quantificagdo total de DUT em formulagdes e controle, 10 pL de amostras foram
diluidas em metanol (1:100 v/v) e agitadas por 60 segundos. Como os etossomas ndo foram
filtrados, foi realizado apenas o doseamento para verificar a concentrag¢do final de DUT nas

formulacgodes.
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Para determinar a eficiéncia de encapsulacao (EE%), aliquotas de lipossomas (10uL)
foram coletadas antes e depois do processo de filtragdo. A EE% foi calculada conforme a

seguinte Equac¢ao 3:

EE% — DUT gmostra filtrada x 1 OO (Eq 3)

DUT gmostranao filtrada

4.2.2.4.3. Andlises morfologicas

4.2.2.4.3.1. Microscopia eletréonica de transmissdo

As analises morfologicas foram realizadas usando um microscopio eletronico de
transmissdo (TEM; JEM 1011 Transmission Electron Microscope, JEOL, Téquio, Japao — 100
kV). As imagens foram capturadas com uma camera GATAN BioScan (modelo 820, GATAN,
Pensilvania, EUA) usando o software Digital Micrograph 3.6.5 (GATAN, Pensilvania, EUA).
As amostras foram preparadas conforme relatado anteriormente (DE SA et al., 2015).
Resumidamente, aliquotas diluidas de lipossomas filtrados e de etossomas foram depositadas
em uma grade de cobre revestida com Formvar (Electron Microscopy Sciences, Pensilvania,
EUA) e secas ao ar por 10 min. O excesso de formulagdes foi removido com o auxilio de um
papel de filtro. Depois disso, uma solugdo de acetato de uranila a 3% (p/v) foi adicionada e

seca ao ar por mais 10 min, o excesso também foi removido com papel de filtro.
4.2.2.4.3.2. Microscopia de luz polarizada

As formulagdes também foram analisadas por microscopia de luz polarizada (PLM,
Axio Imager Z2m, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) equipada com uma camera Axiocam
305 para verificar a presenca de nanocristais de DUT. As amostras foram preparadas
colocando-se uma gota de cada formulagdo em uma lamina de vidro e cobrindo-a com uma

laminula.
4.2.2.5. Liberagado do farmaco

A liberagdo do farmaco in vitro foi determinada usando membranas de celulose
montadas em um conjunto de células de difusdo Hanson (Teledyne Hanson Research Inc., San
Francisco, CA, EUA) (4rea de difusdo = 1,77 cm 2). Todas as formulagdes testadas e o controle
continham aproximadamente 0,30 mg/mL de DUT e foram realizadas em quintuplicata. O
compartimento doador foi preenchido com 500 pL de cada formulacdo, enquanto o
compartimento receptor continha 15 mL de solugdo de 59,5% de agua: 0,5% de Tween 80:

40% de etilenoglicol para garantir condigdes skin. O sistema foi mantido sob agitagdo
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magnética (300 rpm). Amostras (1 mL) foram retiradas da solugdo receptora a cada hora por
12 h, e entdo em 24, 36 e 48 h para quantificagdo de DUT, enquanto o mesmo volume de
solugdo foi recolocado no compartimento receptor. Uma solu¢do de DUT em 6leo mineral

(0,30 mg/mL) foi usada como controle.
4.2.2.6. Testes de penetragdo cutdnea in vitro

Testes de penetragdo in vitro foram conduzidos com pele de orelha suina montada em
um conjunto de células de difusio tipo Hanson (area de difusio = 1,77 cm ?). O compartimento
receptor foi preenchido com 15 mL de solu¢do aquosa de SDS a 0,5%, e 500 uL de cada
amostra testada foram colocados no compartimento doador em contato com o estrato cérneo
por 12 ou 24 h. No final de cada tratamento, a DUT foi extraido das camadas da pele usando a
técnica de tape stripping diferencial (SANTOS et al., 2018). Resumidamente, no final dos
experimentos, cada amostra de pele foi colocada em uma superficie plana com o estrato corneo
voltado para cima. O estrato corneo foi removido pela aplicagdo de 15 fitas adesivas. Em
seguida, os FPs foram removidos colocando-se uma gota de cola de cianoacrilato na mesma
area da pele e cobrindo-a com outra fita adesiva com leve pressdo. Apos a polimerizagdo da
cola (£ 2 min), a fita foi removida. Para a remocao completa dos FPs, esse processo foi
realizado duas vezes. A pele restante (epiderme e derme vidveis) foi cortada em pedagos com
o auxilio de tesouras. A extragdo do farmaco foi realizada adicionando-se 2,5 mL de metanol
sob rotagdo em um multirrotador (modelo Multi Bio RS-24, BioSan , Riga, Letonia) por 24 h.

O fator de direcionamento folicular (FD) foi avaliado pela seguinte Equacao 4:

_ DUT gp
> DUT penetrada

FDfolicular (Eq 4)

Onde: “DUT gp” € a quantidade de DUT recuperada dos FPs € “Y DUT penctrada” € a
soma da quantidade de DUT recuperada de todas as camadas da pele, i.e., estrato corneo, FPs
e pele viavel.

Para esses testes também foi utilizada uma solucao oleosa de DUT (0,30 mg/mL) como

controle.
4.2.2.7. Método analitico

A quantificagdo de DUT foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (modelo LC-20 CE, Shimadzu, Japao) com deteccdo UV (SPD-M20A) a 242 nm. Uma
coluna Luna C8(2) de fase reversa (150 x 4.6 mm; 5,0 um, Phenomenex ®) foi utilizada como

fase estaciondria. A fase movel consistiu em dgua Mili-Q: acetonitrila (47:53 v/v) no modo
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isocratico sob uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min a 40 °C. O volume de injecdo das amostras foi
de 20 uL. Este método foi validado seguindo as diretrizes da International Conference on
Harmonization (ICH) em um trabalho anterior (USHIROBIRA et al., 2020) e foi seletivo e
linear na faixa de concentragdo de 0,25-120,0 pg/mL (r=0,9999; y=22858x +3635,2). A
precisdo e exatiddo intra e inter-dia do método apresentaram um coeficiente de variagao (CV%)
e um erro relativo (E%) < 5%. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ)
foram 0,14 e 0,41 pg/mL, respectivamente. A recuperacdo de DUT do estrato corneo, FPs e

pele viavel foi previamente determinada com valores superiores a 97%.

4.2.2.8. Analise estatistica

A significancia estatistica dos dados foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA)
com teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia foi fixado em 0,05. Todos os dados foram

expressos como média + desvio padrao (X = DP).
4.2.3. Resultados e Discussiao
4.2.3.1.Caracterizagdo dos lipossomas

Aqui, quatro formulag¢des foram obtidas e comparadas: uma solugdo oleosa usada como
controle e trés lipossomas com diferentes estruturas de vesiculas. A primeira formulagdo
lipossomada (LP PC) ¢ um lipossoma simples formado apenas por fosfatidilcolina de soja (PC),
a principal base dos lipossomas (LI et al., 2015; SAHOO; LABHASETWAR, 2003). O
segundo lipossoma (LP PC Chol), além de PC, também contém colesterol (Chol) em sua
estrutura, que ¢ comumente empregado para aumentar a estabilidade e a biocompatibilidade
dos lipossomas (CROOK et al., 1998; LV et al., 2006). Além disso, ele também promove um
efeito de condensag@o na bicamada fosfolipidica, criando vesiculas mais rigidas (KADDAH et
al., 2018). O terceiro lipossoma, além do PC, contém um tensoativo (edge activator) em sua
composi¢do, formando um tipo especial de lipossoma, também conhecido como tranfersoma
(TF). A presenca do tensoativo, torna as vesiculas menores e ultradeformaveis, sendo até 8
vezes mais elasticas do que um lipossoma convencional (GARG et al., 2017; OYARZUN et
al., 2021). Os trés lipossomas eram visualmente semelhantes, de aparéncia esbranquicada

(Figura 26).
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Figura 26 - Aparéncia dos lipossomas. (A) LP PC; (B) LP PC Chol e (C) TF.

A analise morfologica por TEM mostrou que o TF tinha um nucleo condensado e
formou vesiculas menores do que os outros lipossomas (Figura 27C), ainda menores do que a
medida do tamanho do DLS (Tabela 5), o que pode ser explicado por agregacdes na amostra.
O LP PC também formou vesiculas esféricas com um nucleo condensado, mas maiores do que
os outros lipossomas (Figura 27A). O LP PC Chol apresentou um formato mais irregular
(Figura 27B), o que pode ser atribuido a concentracao de colesterol, que impacta diretamente
as membranas fosfolipidicas dos lipossomas. Esse comportamento foi demonstrado
anteriormente na literatura em estudos nos quais o aumento da concentracao de colesterol fez
com que lipossomas de formato irregular se tornassem esféricos JOVANOVIC et al., 2018;

SIQUEIRA et al., 2011).

©

200 nm

Figura 27 - Imagens de TEM dos lipossomas carregados com DUT: (A) LP PC, 10k; (B) LP PC Chol,
25k; e (C) TF, 12k.

Tabela 5 - Caracteristicas dos lipossomas apos filtragdo.

Tamanho Potencial EE DUT
Lipossomas Pdl

(nm) Zeta (mV) (%) (mg/mL)
LPPC 347+12,5 0,28 £ 0,04 -0,61 + 0,25 73,5+12,9 0,29 +£ 0,03

LP Col 285,7 £ 4,67 0,22 £ 0,02 1,63 +£0,13 70,2 £ 10,5 0,28 £ 0,05
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TF 2123+12.2 0,22 +£ 0,02 1,27+ 0,03 88,1+1,0 0,35+ 0,09

Conforme mencionado, a DUT ¢ uma molécula muito lipofilica (solubilidade em 4gua:
0,908 ng/mL, log P = 6,8). Portanto, em tais dispersdes coloidais, espera-se que o fAirmaco seja
carregado, especificamente entre a bicamada lipidica. A quantidade de farmaco que excede a
capacidade de carga da formulacdo ndo seria soluvel e precipitaria. No entanto, nenhum
precipitado foi formado em nenhuma das formulagdes. Dessa forma, levantamos a hipotese de
que a DUT poderia ter formado cristais coloidais insoliveis que poderiam estar no nucleo
aquoso interno ou no meio aquoso externo. Para confirmar ou rejeitar tal hipotese, as
formulagdes foram visualizadas sob um microscépio de luz polarizada. Lipossomas vazios nao
filtrados também foram observados como controle (Figura 28A). De fato, nada é observado
nas formulagdes sem o farmaco, mas, em amostras nao filtradas contendo DUT, muitos
filamentos estreitos foram identificados como cristais (Figura 28B). Esses filamentos sdo
caracterizados por uma mudanga na luz colorida refletida quando o vidro do microscopio €
movido. O processo de filtragem através de um filtro de seringa com poros de 0,45 pm removeu
uma parte dos cristais e diminuiu principalmente o tamanho deles, mas alguns cristais menores
ainda passaram pelo filtro de seringa com poros de 0,45 pm, conforme visto nas Figuras 28B
e 28C. As medigdes de tamanho, reducdes de Pdl e EE% apds homogeneizacdo e filtragem
confirmam ainda mais a remog¢ao e redu¢do do tamanho dos cristais (Tabela 6).

Uma vez que a presenca de cristais insoluveis de DUT poderia interferir na anélise da
influéncia das caracteristicas das vesiculas dos lipossomas para o efeito de direcionamento para
os FPs, apenas amostras filtradas foram utilizadas para os testes subsequentes. E essencial
destacar que todas as amostras foram produzidas para atingir uma concentragdo final de DUT
semelhante (aproximadamente 0,30 mg/mL). A eficiéncia de encapsulacio (EE%) foi
considerada a razdo entre amostras ndo filtradas e filtradas que atingiram tais concentracdes

finais de DUT (Tabela 5).
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Figura 28 - Microscopia de luz polarizada de lipossomas carregados com DUT. (A) lipossomas vazios nao
filtrados; (B) lipossomas carregados com DUT néo filtrados - TF; e (C) lipossomas carregados com DUT

filtrados - TF. Ampliagdo: 20 x. As setas indicam alguns dos cristais.

Tabela 6 - Efeito da filtragdo no tamanho médio dos lipossomas (nm) e PdI.

LPPC LPPC LP Col LP Col TF TF
Nao filtrado Filtrado Nao filtrado Filtrado Nao filtrado Filtrado
Tamanho
(am) 863,4+86,7 347+12,5 2382,7+271,0 285,7+4,67 272,1+£283 212,3+122
nm
PdI 0,52+0,10 0,28+0,04 0,81+0,16 0,22 +£0,02 0,18 +£0,03 0,22 +0,02

4.2.3.2. Liberagdo de DUT in vitro - lipossomas

A Figura 29 mostra a porcentagem de liberacdo de DUT dos lipossomas e controle —
uma solucdo oleosa de DUT. A solucdo oleosa ndo seria uma formulacdo viavel para
administracdo topica, devido ao aspecto oleoso que deixaria no couro cabeludo. Ainda assim,
foi escolhida como controle por ser uma formulagao que teria DUT completamente dissolvida,
portanto, com maior afinidade por ele.

Todos os lipossomas apresentaram perfis de liberagdo prolongada, mas TF foi a
formulagcdo que mais se aproximou da solug¢do oleosa. A presenca do tensoativo pareceu
aumentar a solubilizacdo da DUT, aumentando seu tempo de liberacdo. TF apresentou apenas
13,5+ 1,5% de liberagdo do farmaco em 48 h, enquanto LP PC liberou significativamente mais
farmaco (p < 0,0001) no mesmo periodo, 16,3 = 1,5%. Apos 48 h, LP PC Chol teve a maior
quantidade de DUT liberada de 19,5 + 1,7% (p < 0,0001). De fato, o colesterol (log P = 7,0) ¢
tao lipofilico quanto a DUT (log P = 6,8); portanto, ambas moléculas competem naturalmente
para interagir com os lipidios das vesiculas, fazendo com que a DUT seja liberada deste

lipossoma mais rapidamente do que os outros.
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Figura 29 - Liberagdo de DUT dos lipossomas LP PC, LP Chol e TF, e controle (solugao oleosa de DUT)

ao longo de 48 h. Dados expressos como média + DP (n = 5).

4.2.3.3. Experimento de penetragdo cutanea in vitro e efeito de direcionamento

folicular - lipossomas

Os testes de penetracdo cutanea in vitro foram realizados por 12 e 24 h usando pele
obtida de orelhas de suinos. Em 12 h, LP PC Chol promoveu o acumulo mais significativo de
DUT nos FPs (2,28 + 0,60 pg/cm 2), 1,2 € 1,3 vezes maior que LP PC e TF, respectivamente
(Figura 30). Embora TF tenha apresentado menores quantidades de acimulo de DUT em todas
as camadas da pele (Figura 30) neste periodo, ele teve um efeito mais significativo no
direcionamento dos FPs, ou seja, a razdo entre a quantidade de DUT nos FPs e a DUT
recuperada da soma de todas as camadas da pele foi de 0,32 (p < 0,005), em comparagdo com
LP PC e LP PC Chol, que tiveram fatores de direcionamento de 0,14 ¢ 0,15, respectivamente
(Figura 31). O potencial de direcionamento folicular de TF em 12 h é semelhante a outros
sistemas de liberagdo carregados com DUT encontrados na literatura. No mesmo periodo de
tratamento da pele, nanocapsulas de nucleo lipidico com e sem revestimento de quitosana

tiveram um fator de direcionamento de aproximadamente 0,28 (USHIROBIRA et al., 2020).
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Os resultados apresentados aqui mostram uma ligeira superioridade das vesiculas
elasticas no direcionamento folicular de DUT em um periodo mais curto (12 h). No entanto, a
distribui¢do do farmaco entre as camadas da pele ¢ equilibrada em 24 h. De fato, o fator de
direcionamento do TF diminui para 0,27 no maior tempo. Inicialmente, TF tem como alvo os
FPs apos a administracdo, ainda assim, com o tempo, o farmaco ¢ liberado dessas estruturas e
continua a se difundir do FPs para outras camadas da pele. Outra possibilidade ¢ que toda a
estrutura do TF continue a penetrar na pele a partir do FP. Embora essa tltima hipotese seja
menos provavel de ocorrer, uma vez que se espera que a vesicula lipidica se funda no conteudo
de sebo do FP, ela ndo pode ser descartada inteiramente.

Para o LP PC Chol, o valor de direcionamento aumenta de 0,15 em 12 h para 0,27 apos
24 h, tempo no qual uma espécie de equilibrio ¢ alcangada em relagdo a quantidade de DUT
em todas as camadas da pele analisadas. O mesmo comportamento ndo ¢ observado para a
formulagdo LP PC, que permanece com quase o mesmo fator de direcionamento apos 12 e 24
h (0,14 e 0,13, respectivamente). [sso provavelmente se deve a liberacdo mais lenta do firmaco
de DUT dessas formulagdes, o que pode exigir um tempo maior para atingir tal equilibrio.

O controle de DUT nao teve como alvo os FPs em 12 h (fator de direcionamento =
0,31), mas também atingiu o equilibrio em 24 h (direcionamento folicular = 0,24), e nao foi
significativamente maior que LP Chol e TF (p > 0,005). Nao obstante, nenhuma DUT foi
detectada no compartimento do receptor (LOD = 0,14 pg/mL) para qualquer sistema de

administracdo de farmaco testado e controle.
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Figura 30 - Quantidade de DUT recuperada do estrato corneo, foliculos capilares e pele viavel apos 12 h

(A) e 24 h (B) de experimentos de penetragdo na pele in vitro com os lipossomas LP PC, LP Chol, TF e

controle. Dados expressos como média + DP (n = 6). **** p <(,0001, *** p < 0,005, ** p<0,007 ¢ *p <
0,02.
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Figure 31 - Fator de direcionamento folicular do DUT dos lipossomas LP PC, LP Chol, TF e controle apos
12 e 24 h de aplicagdo na pele. **** p < 0,0001, *** p < 0,0008 e ** p < 0,005.

4.2.3.4. Caracterizac¢do dos etossomas

Foram produzidos oito etossomas com concentragdes crescentes de etanol de 10% até
45% (Figura 32). Os etossomas com concentragdes de 10 e 15% resultaram em vesiculas muito
grandes e em amostras muito polidispersas, dessa forma, foram descartados para a continuidade
do trabalho. Todos os etossomas filtrados (F) apresentaram tamanho reduzidos e/ou PdI alto,
e, por isso, também foram descartados. A partir de 20% de etanol, as amostras ndo filtradas
(SF) apresentaram o tamanho de interesse, em torno de 600 nm, atingindo o maior valor com
30% de etanol (ET30), 608,4 + 43,3 nm com o menor PdI (0,13 + 0,09). Portanto, esses
etossomas foram selecionados para a continuidade dos experimentos.
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Figura 32 - Influéncia da concentracéo de etanol no tamanho hidrodindmico e PdI de etossomas. SF:

amostras ndo filtradas. F: amostras filtradas.

No entanto, o etanol ¢ uma substancia irritativa para a pele, principalmente apds
repetidas aplicacdes, por isso, apds a obtencdo dos ET30 eles foram rotaevaporados até 30 e
50% de seus volumes finais (10 mL) para remog¢do do etanol. Para que a concentragdo
permanecesse a mesma, depois da secagem os volumes finais foram completados com agua
Mili-Q. Visualmente, os etossomas, assim como os lipossomas, também se apresentaram como

um liquido esbranqui¢ado, sem alteragdes visiveis apos a secagem (Figura 33).

Figure 33 - Aspecto visual dos ET30. A) ET30; B) ET30 30% rotaevaporado e C) ET30 50%

rotaevaporado.

O processo de secagem, ainda que tenha causado uma redu¢do no tamanho das
vesiculas, ndo as alterou significativamente (p > 0.05) (Tabela 7). Como os etossomas que
foram 30% secos possuiam caracteristicas mais semelhantes com o ET30, eles foram
selecionados para dar continuidade aos testes. Na amostra de microscopia eletronica de
transmissdo do ET30, ¢ possivel visualizar a formacao de vesiculas esféricas (Figura 34A),
enquanto os ET30 que passaram pelo processo de rotaecvaporagdo, ainda que esféricos, eram
mais polidispersos (Figura 34B) e menores do que as medidas de DLS (Tabela 7), o que pode

se dever ao preparo das amostras para a microscopia.

Tabela 7 - Caracteristicas dos etossomas.

Tamanho Potencial DUT

Etossomas Pdl
(nm) Zeta (mV) (mg/mL)
ET30 604,8 +43,3 0,13+£0,09 22+0,2 0,30 £ 0,008

ET30 30% RE 581,7+20,5 0,05+0,07 2,7£0,1 0,29 +0,005
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ET30 50% RE 565,2+49,9 0,24+0,19 -3,1+£0,3  0,26+0,010

N = 3. RE: rotaevaporado.

Figura 34 - Imagens de TEM dos etossomas carregados com DUT. (A) ET30, 8k e (B) ET30 30%

rotaevaporado, 8k.

As micrografias feitas por luz polarizada também evidenciam a presenga de cristais nas
amostras (Figura 35), pois, apesar da presenca de 30% de etanol, a DUT continua com baixa
solubilidade neste meio, aproximadamente 1,73 + 0,25 pg/mL. No entanto as medidas do DLS
indicam que esses cristais nas amostras nado filtradas de etossomas sao bem menores (Tabela

7) do que os cristais presentes nas amostras nao filtradas de lipossomas (Tabela 6).
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Figura 35 - Microscopia de luz polarizada de etossomas carregados com DUT. (A) ET30 e (B) ET30 30%

rotaevaporado. Ampliagdo: 20 x.

4.2.3.5. Ensaios de liberacdo de DUT in vitro — etossomas

A Figura 36 mostra o percentual de DUT liberada dos ET30, ET30 30% rotaevaporado

e do controle, uma solu¢do oleosa de DUT. Novamente, cabe ressaltar que uma formulagao
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oleosa de DUT ndo seria viavel em um caso clinico, uma vez que sua aplicacdo seria
desagradavel para o paciente, deixando o cabelo com um aspecto pesado. De fato, uma solugao
etanolica (30%) seria mais adequada para o controle, no entanto, a solubilidade da DUT nesse
meio (1,73 + 0,25 pg/mL) era insuficiente para atingir a mesma concentragdo de DUT nos
etossomas, em torno de 0,30 mg/mL. Portanto, optou-se por utilizar o mesmo controle dos
lipossomas, DUT em 6leo mineral, uma vez que nesse meio ela se encontra completamente
dissolvida.

O etossoma rotaevaporado e o controle apresentaram basicamente o mesmo perfil de
liberagdo (p > 0,05), tendo liberado apenas 8,2+ 1,3 % e 7,7 = 1,4% de DUT ao final das 48 h,
respectivamente. Considerando a alta lipofilicidade da DUT ¢ esperado que ela tenha mais
afinidade pelo 6leo do controle e pelos fosfolipideos das vesiculas, difundindo-se lentamente
para o meio mais hidrofilico. J& o ET30 liberou significativamente mais DUT que o controle e
o0 outro etossoma a partir de 24 h (p < 0,0001), tendo liberado 14,6 + 1,86% de DUT em 48 h.
Para explicar a maior liberacdo de DUT do ET30, hipotetizou-se que parte do etanol se
solubilizou na agua carregando consigo uma por¢ao da DUT que estava solubilizada nele. De

fato, ja foi relatado na literatura que o etanol ¢ capaz de acelerar a libera¢do de fA&rmacos (AL-

SUWAYEH et al., 2014).
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Figura 36 - Liberagdo de DUT dos etossomas ET30, ET30 30% rotaevaporado e controle (solugdo oleosa
de DUT) ao longo de 48 h. Dados expressos como média + DP (n =5).

4.2.3.6. Experimento de penetragdo cutanea in vitro e direcionamento folicular —

etossomas

Os ensaios de penetragdo cutanea in vitro foram realizados em 12 e 24 h (Figura 37).

Nos dois casos, o controle oleoso de DUT promoveu um acimulo maior de DUT em todas as
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camadas da pele (p < 0,05), no entanto, como discutido anteriormente, o controle ndo foi capaz
de direcionar a DUT FPs em nenhum dos dois tempos. Em 12 h o fator de direcionamento
calculado foi de 0,31, e em 24 h diminui para 0,24, acumulando mais DUT na pele viavel do
que no estrato corneo e FPs.

O perfil de permeacdo cutanea foi similar entre os dois etossomas, com a DUT
acumulada no estrato corneo em 12 h difundindo-se para os FPs e pele vidvel em 24 h nos dois
casos, mas sem diferenca estatisticamente significante (p > 0,05). E importante ressaltar que o
acumulo gerado pelos etossomas na pele vidvel foi estatisticamente menor que o controle e que
o acumulo de DUT gerado pelos lipossomas (p < 0,0001) (Figura 30). Além disso, a DUT nao
foi detectada no compartimento do receptor (LOD = 0,14 ng/mL) em nenhum caso. Indicando
uma tendéncia menor de ser absorvida pelos tecidos proximos e pela corrente sanguinea,
diminuindo o risco de causar efeitos adversos que se quer evitar.

Quanto ao potencial de direcionamento para os FPs (Figura 38), o efeito de
direcionamento gerado pelo ET30 aumentou de 0,28 para 0,34 em 12 h e 24 h, respectivamente,
e foi estatisticamente maior que o fator de direcionado do controle (0,24 em 24 h) e do etossoma
rotaevaporado (0,28 em 24 h) (p < 0,03). O etanol ¢ um conhecido promotor de permeagao
transdérmica devido a sua acdo degradadora sobre os lipidios do estrato cdrneo
(LACHENMEIER, 2008; OBATA et al., 1993). E prosposto que o etanol, além de dissolver
os lipidios da pele, facilite a entrada dos solutos na pele (BOMMANNAN; POTTS; GUY,
1991; HEARD; KUNG; THOMAS, 2006; HEARD; SCREEN, 2008), o que também pode ter
ocorrido no sebo presente nos FPs no presente estudo. Evidentemente, mais estudos sdo
necessarios para confirmar essa hipotese.

Além disso, como discutido anteriormente, formulagdes com um alto teor de alcool
(>10%) podem causar diversos efeitos adversos na pele, como ressecamento, eritema e
dermatite de contato, principalmente apds repetidas aplicagdes. E claro que o perfil de liberagio
aliado a poténcia da DUT indica que as aplicagdes de uma formula¢do contendo ET30 nao
precisariam ser frequentes, ainda assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar o perfil de

seguranca de tal formulagao.
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Figura 38 - Fator de direcionamento folicular da DUT dos etossomas ET30, ET30 30% rotaevaporado e
controle ap6s 12 e 24 h de aplicacdo na pele. ** p < 0,003 ¢ * p <0,03.
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4.2.4. Conclusoes

Nesta etapa, obtivemos vesiculas carregadas com DUT com diferentes estruturas de
bicamada, que impactaram o perfil de libera¢do do fdrmaco, o acimulo de DUT na pele apos
um experimento de permeacdo ¢ o direcionamento do fdrmaco para os FPs. A adi¢do de
colesterol a estrutura de bicamada, que deve aumentar a rigidez da vesicula, resultou em uma
liberagdo mais répida do farmaco, pois o proprio colesterol pode ter competido com a DUT
pelos locais de interacdo lipidica. Esse comportamento também afetou a penetragdo cutanea,
promovendo a penetragdo do DUT na pele, mas sem direciona-la aos FPs. Vesiculas com etanol
em sua composi¢do também apresentaram um perfil de liberagdo mais répido, liberando
ligeiramente menos DUT do que LP PC Chol. No entanto, diferente do colesterol, a presenga
do etanol melhorou o direcionamento para os FPs.

A adicao de um tensoativo a bicamada do lipidica, formando um TF, que deve ter uma
estrutura mais flexivel, teve o efeito oposto, promovendo melhor controle sobre a liberagao da
DUT e um direcionamento maior nas primeiras horas. No entanto, com o tempo, a DUT
pareceu se difundir do FPs para a pele viavel, atingindo um equilibrio entre todas as camadas
da pele analisadas. Portanto, os TFs e os ET30 s3o as op¢des mais promissoras encontradas
aqui para a administra¢do topica de DUT, mas sdo necessarias mais otimiza¢des para uma
formulagdo comercial. Mais estudos clinicos também devem abordar a seguranga do uso

prolongado dessas formulagdes.
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4.2.5. Produtos cientificos relacionados
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5. Conclusoes gerais

Aqui, na primeira parte do trabalho, foi investigada a influéncia do tamanho e da carga
superficial de nanoparticulas poliméricas na deposicdo desses carreadores nos foliculos

pilosos. Ficou demonstrado que durante a permeagdo passiva, nanoparticulas maiores (~ 750
nm) e positivamente carregadas, seguidas das nanoparticulas de tamanho intermediario (~ 350

nm) negativamente carregadas foram mais eficientes em atingir estruturas mais profundas nos
foliculos, onde estdo os alvos para o tratamento da alopecia, i.e., bulbo e a papila dérmica.
Também ficou demonstrado que a iontoforese foi eficiente em promover um aumento
significativo do transporte dessas nanoparticulas para os foliculos pilosos.

Na segunda parte do trabalho, a dutasterida foi carregada com sucesso em vesiculas
lipidicas com diferentes estruturas de bicamada: um lipossoma simples, um lipossoma rigido,
um transfersoma e dois etossomas. Todas as formulag¢des apresentaram um perfil de liberagdo
controlada e os transfersomas e etossomas com 30% de 4cool em sua composi¢ao foram mais
eficientes em direcionar a dutasterida para os foliculos pilosos. A dutasterida ¢ um farmaco
muito promissor para o tratamento da alopecia androgenética, no entanto suas caracteristicas
fisico-quimicas tornam sua veiculagdo para administragdo topica muito desafiadora. Talvez
esse seja o motivo de haver pouquissimos trabalhos na literatura que exploram a dutasterida
em sistemas de liberagdo de farmacos. Dos poucos trabalhos acerca do tema, a maioria nao
performou os controles apropriados que tornasse possivel uma comparagdo direta com os
resultados aqui encontrados. Dentre as limitagdes, as mais recorrentes sdao a falha em
quantificar a dutasterida nos foliculos pilosos, e a utilizagdo de pele de roedores ou pele
dermatomizada para os estudos de penetragdo cutanea in vitro, que sdo modelos muito mais
permeéveis que a pele humana ou a suina.

Dessa forma, os resultados aqui encontrados representam mais um passo em direcdo a
obtencao de um tratamento mais seguro e eficaz para os pacientes que sofrem com a alopecia

androgenética.
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Abstract

Candidiasis is a common opportunistic infection caused by fungi of the Candida genus that affects mainly mucocutaneous
tissues (e.g., vaginal, oral, and mammary). This condition has been known for a long time; thus, innumerous topical and
systemic treatments are already available on the market worldwide. Yet, recurrent superficial candidiasis (RSC) is an expected
outcome, still lacking effective and convenient treatments. Although several individual conditions may contribute to disease
recurrence, biofilms’ presence seems to be the main etiological factor contributing to antifungal resistance. More than
proposing novel antifungal agents, current research seems to be focusing on improving the pharmaceutical technology
aspects of formulations to address such a challenge. These include extending and improving intimate contact of drug
delivery systems with the mucocutaneous tissues, increasing drug loading dose, and enhancing topical drug permeation.
This review discusses the current understanding of the RSC and the use of pharmaceutical technology tools in obtaining
better results. Even though several drawbacks of conventional formulations have been circumvented with the help of nano-
or microencapsulation techniques and with the use of mucoadhesive formulation excipients, many challenges remain. In
particular, the need to mask the unpalatable taste of formulations for the treatment of oral candidiasis, and the necessity of
formulations with a “dryer” sensorial feeling and improved performances in providing higher bioavailability for the treatment
of mammary and vaginal candidiasis.
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Abstract

Iontophoresis has been vastly explored to improve drug permeation, mainly for transdermal delivery. Despite the skin’s
electrical resistance and barrier properties, it has a relatively high aqueous content and is permeable to many drugs. In
contrast, nails and teeth are accessible structures for target drug delivery but possess low water content compared to the
skin and impose significant barriers to drug permeation. Common diseases of these sites, such as nail onychomycosis and
endodontic microbial infections that reach inaccessible regions for mechanical removal, often depend on time-consuming
and ineffective treatments relying on drug’s passive permeation. Iontophoresis application in nail and teeth structures may
be a safe and effective way to improve drug transport across the nail and drug distribution through dental structures, mak-
ing treatments more effective and comfortable for patients. Here, we provide an overview of iontophoresis applications in
these “hard tissues,” considering specificities such as their high electrical resistivity. Iontophoresis presents a promising
option to enhance drug permeation through the nail and dental tissues, and further developments in these areas could lead
to widespread clinical use.

Keywords Dentin - Enamel - Iontophoresis - High resistivity membranes - Nails
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