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DESCRIPCION
Formulacién farmacéutica basada en minoxidil para uso topico y kit de la misma

La presente invencion se refiere a una formulacién farmacéutica basada en minoxidil para uso tépico (gel o disolucion
viscosa), al uso relativo para el tratamiento de la alopecia y a un kit para la preparacién de la misma. El minoxidil
(MXD) es un vasodilatador potente que se prescribe para uso tépico en el tratamiento de la alopecia de diferentes
origenes.

Este ingrediente activo se usa de manera generalizada, tanto en hombres como en mujeres, ya que es capaz de
invertir la miniaturizacion progresiva del foliculo piloso asociada a la alopecia androgénica actuando directamente
sobre la proliferacién y la apoptosis de las papilas dérmicas. En particular, es capaz de actuar sobre los vasos
sanguineos del cuero cabelludo favoreciendo una mayor oxigenacién y suministro de nutrientes al foliculo piloso
(véanse los documentos US 4.596.812; US 4.139.619).

Durante alrededor de veinte afos, los dermatélogos han prescrito minoxidil para esta indicacion terapéutica en forma
de una preparacion industrial o, con frecuencia, galénica.

Sin embargo, el minoxidil tiene multiples mecanismos de accién responsables de los efectos terapéuticos tdpicos y de
los efectos secundarios tépicos/sistémicos. De hecho, el principal objetivo de esta molécula son los canales de K+
dependientes de ATP de los vasos sanguineos cardiacos y musculares constituidos por las subunidades SUR2A/B y
Kir6.2. La activacion de estos canales induce una vasodilatacién local de la microcirculacién cutanea, con efectos
sobre el tropismo capilar y la proliferacién celular.

Una vasodilatacion intensa mediada por minoxidil puede provocar cefalea aguda observada durante el uso sistémico
y el uso topico en el tratamiento prolongado con una duracién >20 dias o en caso de sobredosis.

Las formulaciones basadas en minoxidil disponibles en disolucién hidroalcohdlica para uso topico se caracterizan por
una mala manipulacion con problemas en la aplicacion, y los efectos irritantes y proinflamatorios de los excipientes.

Las formulaciones tépicas basadas en minoxidil ilustradas en la Farmacopea (Brusa P. et al., Prontuario pratico di
galenica) o disponibles comercialmente (Rogaine®/Regaine®) son generalmente disoluciones que requieren el uso
de concentraciones de ingrediente activo que oscilan entre un 0,5% y 5% p/p. Sin embargo, el minoxidil tiene una
solubilidad baja en agua (alrededor de 2,5 mg/ml), y por lo tanto las formulaciones existentes en el mercado,
normalmente, contienen un porcentaje elevado de codisolventes tales como etanol y propilen glicol.

Por ejemplo, para conseguir la solubilizacion de un 5% p/p de minoxidil, la disolucion o locién Rogaine® extra-fuerte
para el cuero cabelludo (Brusa P. et al.) deberia contener entre un 30 y 48% de etanol y entre un 35 y 50% de propilen
glicol. Sin embargo, tales disolventes pueden provocar diferentes efectos secundarios, tales como irritacion, ardor,
picor, rubor y dermatitis alérgica de contacto (Messenger AG et al., 2004; Tata S. et al., 1994; Tata S. et al., 1995;
Edward S. et al., 2002). Ademas, al evaporarse facilmente el etanol tras la aplicacion puede quedar un residuo oleoso
en el cuero cabelludo debido a la presencia de propilen glicol, y puede provocar la precipitacion de cristales de
minoxidil, lo que impide que se absorban en la piel, por lo que se reduce su biodisponibilidad (Balakrishnan P. et al.,
2002).

La solicitud de patente internacional W095/25500 describe formulaciones que contienen minoxidil y ciclodextrinas en
presencia de alcohol (etanol), que es la estrategia fundamental (cosolvencia) para la solubilizacién del ingrediente
activo. Sin embargo, el etanol provoca sequedad en el area tratada, y debido a su evaporacién rapida da como
resultado una precipitacion de minoxidil en el cuero cabelludo, que ya no esta en disolucion y por tanto no esta
disponible para la absorcién en la capa cérnea para alcanzar el foliculo piloso, donde actuaria.

En la solicitud de patente US 2011/0112125 se mejoré la solubilidad de minoxidil gracias al uso de polimeros hidréfilos
tales como carbémero, poli(alcohol vinilico), poli(acidos acrilicos), ciclodextrinas naturales, etc., pero la preparacion
de la formulacion implica el uso de H2SO4 5 M. La solubilizacion de minoxidil alcanzada en las formulaciones segun el
documento US 2011/0112125 se debe a la transformacién de minoxidil en su forma de sal (sulfato) que es mas soluble
que su base correspondiente, y no a la presencia de los polimeros hidréfilos afiadidos a la preparacion. Cuando se
usan estos polimeros, que incluyen B-CD, en porcentajes bajos posibilitan una solubilizacién limitada del principio
activo (véase el Ejemplo 10 mas adelante).

Por lo tanto, los intentos de incrementar la solubilidad acuosa de minoxidil sin la ayuda de codisolventes, evitando asi
la formacién de precipitados, y de mejorar la biodisponibilidad de minoxidil, se convierte en un desafio importante en
el campo dermatol6gico-farmacéutico. También es de gran importancia identificar nuevas formulaciones basadas en
minoxidil para reducir los efectos secundarios y para mejorar la manipulacion y la conformidad del producto.

Para mejorar la penetracion del farmaco en la piel, se han propuesto varias soluciones en los ultimos afos como
alternativa a las formulaciones tradicionales anteriormente informadas, tales como las formulaciones innovadoras
constituidas por microparticulas, etosomas, niosomas, liposomas, etc. Sin embargo, tales formulaciones farmacéuticas
son dificiles de preparar, especialmente por lo que respecta a la preparacion galénica, y no siempre permiten una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2813433713

solubilizacién del farmaco en cantidades elevadas (Mura S. et al. 2009; Mura S. et al. 2011; Zhao Y. et al. 2010; Mura
S. et al. 2007; documento EP 0177223).

En las patentes US 5.030.442 y US 4.828.837 se consigui6é el aumento de la solubilidad de minoxidil mediante la
inclusién de excipientes anfipaticos con un pKa menor de 5. El uso de tales agentes, tales como cocoil taurato de N-
metilo, sulfosuccinato de laurilo, acido lisofosfatidico, éster de monoalquil fosfato, fosfonato de monoalquilo, sulfonato
de monoalquilo, y oleamido-PEG-2-sulfosuccinato, puede provocar problemas de alergia.

De manera alternativa, también se han propuesto agentes solubilizantes tales como ciclodextrinas.

Se sabe que tales oligosacaridos ciclicos pueden formar complejos de inclusiéon con muchos farmacos hidréfobos, por
lo que se incrementa su solubilidad en agua (Stella V.J. et al., 1997). Tales excipientes tienen una toxicidad limitada,
y en general se consideran seguros.

Existen varios estudios en la bibliografia sobre los complejos entre minoxidil y las ciclodextrinas (Calderini A. et al.,
2008; Kim J. et al. 2003; Teak Kwan Kwon et al., 2010; Lopedota et al., 2014).

En el estudio de Calderini A. et al., 2008, se ha ensayado la solubilidad de minoxidil por medio del uso de B-CD, que
da como resultado la formacion de un complejo de inclusién. Sin embargo, tal incremento no fue tan elevado como se
esperaba en vista de la constante de inclusion (Kc 150 M-").

Otro limite de la 3-CD es su baja solubilidad en agua (1,8% p/v) en comparacion con sus derivados hidroxipropil-beta
ciclodextrina (HP-B-CD), sulfobutil éter beta-ciclodextrina (SBE-B-CD), metil-beta ciclodextrina (Me-3-CD), cuyas
solubilidades en agua también pueden superar el 50% p/v. Por tanto, se puede usar B-CD a dosis muy limitadas, no
siempre suficientes para mejorar la solubilidad de las sustancias que tienen una baja solubilidad en agua.

En el trabajo de Kim J. et al. (2003) se demuestra que una disolucién de minoxidil y HP-B-CD tiene una absorcion
reducida en comparacion con las disoluciones correspondientes que contienen vesiculas catiénicas que incorporan
minoxidil.

Al contrario, Lopedota A. et al., 2014 describe una disolucién de Me-B-CD/minoxidil como alternativa a HP-3-CD, e
informa unos valores de solubilidad en agua de minoxidil y capacidades complejantes similares a la disoluciéon con
HP-B-CD. Sin embargo, las metil ciclodextrinas actdan extrayendo colesterol y triglicéridos, lo que reduce la funcion
de barrera de la piel y favorece la absorcion incrementada del farmaco (Irie T. y Uekama K., 1997). Si por una parte
esto puede parecer una ventaja debido a que tales sustancias pueden comportarse como potenciadores de la
absorcion, al mismo tiempo la reducciéon de la funcion de barrera de la piel mediante la extraccién de colesterol y
triglicéridos puede provocar efectos irritativos a medio y largo plazo.

Los autores de la presente invencién han preparado formulaciones farmacéuticas en forma de una disolucién viscosa
o gel que comprende minoxidil e hidroxipropil B-ciclodextrinas como agentes solubilizantes para el tratamiento tépico
de la alopecia, que muestran efectos irritativos reducidos (debido a una especificidad limitada de las hidroxipropil B-
ciclodextrinas hacia el colesterol y los triglicéridos), en donde el minoxidil se solubiliza de manera mas eficaz (véase
el Ejemplo 10).

Tales formulaciones conjugan los efectos solubilizantes de HP-3-CD hacia minoxidil, con la capacidad de una mejor
adherencia y persistencia de las formulaciones de gel o las disoluciones viscosas sobre el cuero cabelludo. La
presencia de hidroxipropil B-ciclodextrina en las cantidades y con el grado de sustitucion adecuado permite la
solubilizacién del farmaco también con dosis del 6% p/p.

El principio de solubilizacion de minoxidil adoptado en las formulaciones segun la invencién se basa en una estrategia
diferente con respecto a la cosolvencia empleada en el estado de la técnica, que es la complejacion. Esto se consigue
mediante el uso de una ciclodextrina particular (HP-B-CD), preferiblemente con un grado de sustitucién que permite
producir un complejo de inclusién con minoxidil, que solubiliza hasta un 6% p/p de este ultimo. Esta nueva
aproximacién consigue una formulacién completamente acuosa que permite superar las desventajas anteriormente
mencionadas relacionadas con el uso de propilen glicol y etanol (solicitud de patente internacional W095/25500).

Las formulaciones de gel o las disoluciones viscosas segun la invencién contienen agua como vehiculo, y no contienen
excipientes como etanol y propilen glicol, responsables de las irritaciones del cuero cabelludo.

La Figura 3 muestra la comparacion entre los componentes de dos preparaciones disponibles comercialmente
(formulaciones topicas basadas en MXD ilustradas en la Farmacopea - Brusa P. et al. Prontuario pratico di galenica,
y Rogaine®) y una de las formulaciones ejemplificadas en la presente memoria (Formulacion A, Ejemplo 1), que
muestran claramente la ausencia de los codisolventes de etanol/propilen glicol responsables de varios efectos
secundarios en el cuero cabelludo.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion es una formulacion de gel o disolucién viscosa para el tratamiento
tépico de la alopecia, que comprende:

- minoxidil como principio activo a una concentracién comprendida entre un 0,5% y 6% p/p;
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- hidroxipropil B-ciclodextrina como agente solubilizante a una concentracién comprendida entre un 5% y 45% p/p,
en donde el grado de sustitucién de la hidroxipropil B-ciclodextrina es 4,5;

- al menos un polimero hidréfilo seleccionado de alginato, carbémero, poliacrilato, derivado de celulosa, gelatina
y pectina a una concentracion comprendida entre un 0,2% y 3% p/p;

- agua entre un 42% y 85% p/p;

opcionalmente junto con uno o mas excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables, caracterizada por la
ausencia de codisolventes de etanol y propilen glicol.

Las formulaciones segun la invencién, dependiendo del polimero hidréfilo seleccionado (alginato, carbomero,
poliacrilato, derivado de celulosa, gelatina y pectina), se obtienen facilmente mediante hidratacion del polimero en
agua (es decir, alginato, gelatina, pectina, derivado de celulosa) o mediante la adicion de un agente gelificante, tal
como bases inorganicas y organicas (es decir, carbomero, poliacrilato) o cloruros que contienen iones bivalentes (es
decir, alginato).

Por tanto, segun una realizacion alternativa, la formulacién o la disolucién viscosa segun la invencion comprende
ademas al menos un agente gelificante seleccionado de bases fuertes inorganicas y organicas (tales como, por
ejemplo, NaOH, KOH, BaOH2z, CaOHz, trietanolamina) o cloruros que contienen iones bivalentes (tales como, por
ejemplo, CaClz, BaClz, MgClz), a una concentracion comprendida entre un 2,6% y 4 % p/p.

Preferiblemente, los polimeros hidréfilos estan presentes en un porcentaje comprendido entre un 0,2 y 2%. En
particular, los geles de alginato (es decir, alginato sddico o calcico) fueron especialmente ventajosos, ya que muestran
efectos beneficiosos adicionales sobre el cuero cabelludo lesionado por algunas formas de alopecia. La hidroxipropil
B-ciclodextrina tiene un grado de sustitucion de 4,5. De hecho, los autores de la invencién identificaron que HP-3-CD
con un grado de sustitucién de 4,5 tiene una mayor actividad solubilizante que la misma HP-B-CD con un grado de
sustitucion de 6,1 (véase el Ejemplo 4, Figura 2).

Segun una realizacién alternativa de la presente invencion, la formulacion de gel o la disolucién viscosa puede contener
hidroxipropil B-ciclodextrina en combinacién con otro derivado de B-ciclodextrina seleccionado de sulfobutil éter beta-
ciclodextrina (SBE-B-CD) y metil B-ciclodextrina (Me-B-CD) con un grado de sustitucién variable, en un porcentaje
comprendido entre un 5% y 45% p/p.

Los excipientes adicionales opcionalmente presentes en las formulaciones segun la invencion que pueden mejorar el
efecto solubilizante de la hidroxipropil B-ciclodextrina se seleccionan del grupo que consiste en excipientes hidréfilos
tales como, por ejemplo, polioxietilenglicol (PEG entre 400 y 6000), poli(alcohol vinilico), polivinil pirrolidona, sorbitol,
glicerina, lactosa, sacarosa, manitol, y estan presentes a concentraciones comprendidas entre un 0,2% y 5%. A esta
mezcla es posible afadirle polimeros que pueden mejorar el efecto solubilizante de la hidroxipropil 3-ciclodextrina y/o
potenciadores de la absorcién. Las formulaciones segun la invencion pueden contener ademas agentes conservantes
tales como agentes antimicrobianos y antifingicos.

La presente invencion se describira a continuacién con fines ilustrativos y no limitantes, basandose en las figuras
adjuntas, en las que:

- La Figura 1 muestra el efecto sobre la capacidad solubilizante de HP-B-CD con un grado de sustitucién de 4,5
sobre cuatro porcentajes de MXD (1,7, 3,08, 4,13 y 4,76% p/p);

- La Figura 2 muestra la comparacién entre la capacidad solubilizante de dos tipos de HP-3-CD con un grado de
sustitucion diferente de 4,5y 6,1;

- La Figura 3 muestra la comparacion entre los componentes de dos preparaciones disponibles comercialmente
(FB y Rogaine®) y una de las formulaciones segun la invencion (Formulacion B), resaltando la ausencia de los
codisolventes de etanol/propilen glicol responsables de diferentes efectos secundarios sobre el cuero cabelludo;

- LaFigura 4 ilustra los resultados del examen histolégico con piel de oreja de cerdo: A) control; B) piel tratada con
una disolucion acuosa del 33% p/p de HP-B-CD, y minoxidil al 5% p/p durante 24 hrs a 37 °C; C) piel tratada con
la disolucién preparada siguiendo las indicaciones de la FB (48% de etanol, 35% de propilen glicol, 12% de agua
y 5% de minoxidil) durante 24 hrs a 37 °C.

- La Figura 5 muestra las fotografias de los tres grupos experimentales de depilacién en el dia 0 de tratamiento.

- La Figura 6 muestra los tres grupos experimentales en la primera semana de tratamiento: grupo | CTRL, grupo
Il disolucion comercial, grupo Il formulacion A.

- La Figura 7 muestra los tres grupos experimentales en la segunda semana de tratamiento: grupo | CTRL, grupo
Il disolucion comercial, grupo Il formulacion A.

- La Figura 8 muestra los tres grupos experimentales en la tercera semana de tratamiento: grupo | CTRL, grupo |l
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disolucién comercial, grupo Il formulacion A.

- La Figura 9 muestra los portaobjetos de pelo de rata de los tres grupos experimentales: grupo | CTRL, grupo |l
disolucién comercial, grupo 1l formulacion A.

- La Figura 10 muestra un gréafico que informa de la tendencia de crecimiento del pelo en las ratas en tratamiento.

- La Figura 11 muestra dos graficos que ilustran la tendencia de crecimiento de longitud/diametro del pelo en las
ratas en tratamiento.

- La Figura 12 muestra la expresion génica del marcador de autofagia Bnip3 (panel A) y del marcador de atrofia
Atrogina-1 (panel B) tanto en la piel como en el corazén.

- La Figura 13 muestra la expresién génica del marcador caspasa 3 (panel A) y del marcador Mapk3 (panel B).
- La Figura 14 muestra la expresién génica de los marcadores Nfkb1 y TNFa (paneles Ay B).

- La Figura 15 muestra el gréafico de solubilidad de fases de MXD/HPBCD a 25 °C.

EJEMPLO 1: Ejemplificacion de las formulaciones de gel de la invencion

Formulacion A

- Mezcla A:
v' HP-B-CD (grado de sustitucion 4,5) 23,16 p/p
v/ alginato sédico 0,5 p/p
- Minoxidil 3,51 p/p
- Disolucién B:
v/ disolucién de cloruro calcico dihidrato 0,1M
2,63 p/p
v’ agua con conservantes 70,2 p/p

Preparacion:

La mezcla en polvo hecha de HP-B-CD y alginato sédico se solubilizé en agua, seguido de la adicion de la base de
minoxidil, que se solubiliz6 con agitacion magnética continua. El producto requirié alrededor de 1 hora para la
solubilizacién completa. Se recomienda ajustar la velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacién de burbujas
de aire. El producto solubilizado fue claro, incoloro y viscoso. Una vez que se completo la solubilizacion, se afadié
una disolucién de CaCl2 0,1 M gota a gota con agitacion magnética continua. El gel requiri6 de 8 a 12 hrs para
completar su gelificacion.

Formulacion B

- HP-B-CD (grado de sustitucién 4,5) 23,24 p/p
- Alginato Sédico 1,41 p/p
- Minoxidil 3,52 p/p
- Agua con conservantes 71,83 p/p

Preparacién:
A la mezcla en polvo hecha de HP-B-CD y alginato sodico se le afadié polvo de base de minoxidil.

Dicha mezcla se transfirid a un vaso de precipitados, en donde se afiadié lentamente agua purificada. Los polvos se
dejaron solubilizarse con agitacion magnética continua. El producto requirié alrededor de 1 hr para la solubilizacion
completa. Se recomienda ajustar la velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacién de burbujas de aire.
Después de 5 hrs el producto parece un gel.

Formulacion C
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- HP-B-CD (grado de sustitucién 4,5) 23,75 p/p
- Carbémero 934 0,36 p/p
- Disolucién de NaOH (0,1 M) 0,36 p/p
- Minoxidil 3,59 p/p
- Agua con conservantes 71,83 p/p

Preparacién:

A la mezcla en polvo hecha de HP-B-CD y carbémero se le afadié minoxidil. Dicha mezcla se transfirié a un vaso de
precipitados, en donde se anadi6 lentamente agua purificada. Los polvos se dejaron solubilizarse con agitaciéon
magnética continua. El producto requiri6 alrededor de 3 hrs para la solubilizacién completa. Se recomienda ajustar la
velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacion de burbujas de aire. Se afiadio gota a gota una disolucion
de NaOH 0,1 M a la disolucion viscosa hasta obtener un gel.

Formulaciéon D

- HP-B-CD (grado de sustitucién 4,5) 24,0 p/p
- Hidroxietilcelulosa (HEC) 1,0 p/p

- Minoxidil 3,52 p/p
- Agua con conservantes 71,48 p/p

A la mezcla en polvo hecha de HP-B-CD e hidroxietilcelulosa se le afiadié minoxidil. Dicha mezcla se transfirié a un
vaso de precipitados, en donde se ariadi6 lentamente agua purificada. Los polvos se dejaron solubilizarse con agitacion
magnética continua. El producto requirié alrededor de 1 hr para la solubilizacién completa. Se recomienda ajustar la
velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacién de burbujas de aire. Después de 5 hrs el producto parece un

gel.

Formulacion E

- Mezcla A:
v" HP-B-CD (grado de sustitucién 4,5 0 6,1) 18 p/p
v alginato sédico 0,5p/p
- Minoxidil 2,0 p/lp
- Disolucion B:
v’ disolucion de cloruro calcico dihidrato 0,1 M
2,7 plp
v agua con conservantes 76,8 p/p

Preparacion:

La mezcla en polvo hecha de HP-B-CD y alginato sédico se solubilizé en agua, seguido de la adicion de la base de
minoxidil, que se solubiliz6 con agitacion magnética continua. El producto requirié alrededor de 1 hora para la
solubilizacién completa. Se recomienda ajustar la velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacién de burbujas
de aire. El producto solubilizado fue claro, incoloro y viscoso. Una vez que se completo la solubilizacion, se afadié
una disoluciéon de CaClz2 0,1 M gota a gota con agitacion magnética continua. El gel requiri6 de 8 a 12 hrs para
completar su gelificacion.
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Formulacion F

- Mezcla A:
v' HP-B-CD (grado de sustitucion 4,5) 40,0 p/p
v alginato sédico 0,5 p/p
- Minoxidil 6.0 p/p
- Mezcla B:
v/ disolucion de cloruro calcico dihidrato 0,1M
3,0 p/p
v agua con conservantes 45,5 p/p

Preparacién:

La mezcla en polvo hecha de HP-B-CD y alginato sddico se solubilizé en agua, seguido de la adicion de minoxidil. Los
componentes se solubilizaron después de alrededor de 1 hora a temperatura ambiente y con agitaciéon magnética
continua. Se recomienda ajustar la velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacion de burbujas de aire. El
producto solubilizado fue claro, incoloro y viscoso. Una vez que se completd la solubilizacion, se afiadio una disolucion
de CaCl2 0,1 M gota a gota con agitacion magnética continua. El gel requiri6 de 8 a 12 hrs para completar su
gelificacién.

Formulacion G

- Mezcla A:

v' HP-B-CD (grado de sustitucion 4,5) 24 plp

v/ alginato sodico 0,5 p/p
- Minoxidil 3,51 p/p
- Disolucién B:

v’ capril-caproil macrogol 8-glicérido 2plp

v’ agua con conservantes 67,29 p/p
- Disolucion C:
- disolucién de cloruro célcico dihidrato 0,1 M

2,7 plp
Preparacién:

La mezcla en polvo hecha de HP-3-CD y alginato sédico se solubilizé en la disolucion B, seguido de la adicién de la
base de minoxidil, que se solubiliz6 con agitacion magnética continua. El producto requirié alrededor de 1 hora para
la solubilizacion completa. Se recomienda ajustar la velocidad del iman al minimo para evitar la incorporacion de
burbujas de aire. El producto solubilizado fue claro, incoloro y viscoso. Una vez que se completé la solubilizacion, se
anadio la disolucién C gota a gota con agitacion magnética continua. El gel requirié de 8 a 12 hrs para completar su
gelificacion.
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Formulacion H

- Mezcla A:
v' HP-B-CD (grado de sustitucién 4,5 0 6,1) 24 plp
v/ alginato sodico 0,5 p/p
v/ PEG 6000 1.0p/p
- Minoxidil 4,0 plp
- Disolucién B
v’ capril-caproil macrogol 8-glicérido 2plp
v’ agua con conservantes 65,8 p/p
- Disolucion C:
v/ disolucién de cloruro calcico dihidrato 0,1 M
2,7 plp

Preparacién:

La mezcla en polvo hecha de HP-B-CD y alginato sodico y PEG 6000 se solubilizé en la disolucién B, seguido de la
adicion de minoxidil. Después de 3 hrs a temperatura ambiente y con agitacion magnética continua, la preparacion es
clara, incolora y viscosa. Después se anadié una disoluciéon de CaCl2 0,1 M gota a gota con agitacion magnética
continua. El gel requirié de 8 a 12 hrs para completar su gelificacion.

EJEMPLO 2: Analisis de las caracteristicas organolépticas de las formulaciones A-D segun la invencion

Se analizaron las caracteristicas organolépticas de algunas de las formulaciones de geles de la invencién
(Formulaciones A-D, Ejemplo 1).

Se determiné la homogeneidad (presencia de agregados) mediante inspeccion visual después de insertar la
formulacion en viales adecuados; se detect6 la presencia de particulas sélidas mediante un microscopio 6ptico (Leica
Galen Il equipado con una camara Panasonic y el programa informatico Leica Qwin 2.4).

Se midi6 el pH mediante un pH-metro (Inolab pH LEVEL 1 WTW, Weilheim, Alemania).

Se disolvieron 50 mg del gel especifico en 50 ml de agua destilada durante 2 hrs a temperatura ambiente. Se midi6 el
pH de esta disolucién.

La Tabla 1 siguiente ilustra los resultados conseguidos.

Tabla 1: Caracteristicas organolépticas de algunas de las formulaciones de geles de la invencion (Formulaciones A-D)

Gel Formulacién Homogeneidad Granularidad pH
Alginato célcico A +++ - 6,52+0,5
Alginato sédico B +++ - 6,50+0,2
Carbopol 934 C ++ - 6,53+0,8
HEC D +++ - 6,50+0,5
Excelente +++, Buena ++, Satisfactoria +, Sin granularidad —

EJEMPLO 3: Estudio sobre el efecto de la capacidad solubilizante de la HP-3-CD con un grado de sustitucion de 4,5

Se llevaron a cabo estudios preliminares para establecer: a) qué grado de sustitucion de HP-3-CD es mejor para el
uso en las formulaciones y b) el intervalo cuantitativo necesario para solubilizar minoxidil en la cantidad fijada en el
intervalo del 0,5%-6% p/p.
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Materiales y métodos

Se ensayaron preparaciones que contenian HP-B-CD con un grado de sustitucion de 4,5 a diferentes concentraciones
(15, 27,39y 60 g en c.s. para 100 ml de agua) y minoxidil a diferentes concentraciones (2, 4, 6 y 8 % p/v).

En detalle, se establecieron cuatro disoluciones que contuvieron: 15 g, 27 g, 39 g y 60 g de HP-3-CD en 100 g de
agua. Se afadieron 2 gramos de minoxidil a la primera disolucién, 4 g a la segunda; 6 g a la tercera; y 8 g a la cuarta.

Las preparaciones se dejaron con agitacidon magnética durante una hora y después se determind la solubilizacion del
principio activo mediante inspeccidn visual (claridad de la preparacion).

Se recogieron datos de solubilidad tres veces para cada formulacion.

Formulaciones ensayadas
1)  Primera formulacién que contiene 15 g de ciclodextrina y 2 g de minoxidil en 100 g de preparacion;
2)  Segunda formulacién que contiene 27 g de ciclodextrina y 4 g de minoxidil en 100 g de preparacion;
3) Tercera formulacién que contiene 39 g de ciclodextrina y 4 g de minoxidil en 100 g de preparacion;
4)  Cuarta formulacién que contiene 60 g de ciclodextrina y 8 g de minoxidil en 100 g de preparacion;

Resultados

La Figura 1 ilustra los valores de HP-3-ciclodextrina expresados en p/p respecto de la primera a cuarta preparaciones,
que son del 12,8%, 20,6%, 26,0% y 35,7% p/p respectivamente, y los valores correspondientes de minoxidil
solubilizado que son del 1,7%, 3,03%, 4,13% y 4,76% p/p.

A la concentracion de HP-B-CD del 12,8% p/p, solamente se puede solubilizar un 1,7% p/p de minoxidil; a la
concentracién de HP-B-CD del 20,6% p/p, se solubiliza un 1,7% p/p y 3,03% p/p de minoxidil; a la concentracion de
HP-B-CD del 26% p/p, se solubiliza un 1,7%, 3,03% y 4,13 % p/p de minoxidil, finalmente a la concentracién del 35,7%
p/p es posible solubilizar hasta un 4,76% p/p de minoxidil.

La Figura 1 ilustra graficamente los resultados obtenidos sobre la diferente capacidad solubilizante de HP-3-CD con
un grado de sustitucion de 4,5.

EJEMPLO 4: Estudio comparativo sobre la capacidad solubilizante de la HP-3-CD con diferentes grados de sustitucion
Materiales y métodos

Se prepararon dos disoluciones de HP-B3-CD al 24,8% p/p con dos ciclodextrinas diferentes, cada una con un grado
de sustitucion de 4,5y 6,1.

En particular, se solubilizaron 33 gramos de cada ciclodextrina en 100 ml de agua (o 24,8 g de CD y agua, c.s. para
100 g).

Dicha disolucion se distribuy6 en viales en alicuotas de un volumen de 5 ml. A cada vial se le afiadi6é una cantidad de
minoxidil del 1% p/v (50 mg); si el principio activo se disolvié (inspeccion visual), se anadieron otros 50 mg para obtener
una concentracion de minoxidil del 2% p/v hasta que se obtuvo visualmente una disolucion turbia con un producto
suspendido.

Formulaciones ensayadas

100 g de formulacién que contiene 24,8 g de HP-3-CD con un grado de sustitucion de 4,5y 100 g de formulacion que
contiene 24,8 g de HP-B-CD con un grado de sustitucion de 6,1.

Resultados

Se ensay6 una capacidad solubilizante de minoxidil de hasta un 5% p/v en formulaciones que comprendian HP-B-CD
a una concentracion del 24,8% p/p (con un grado de sustitucién de 4,5y 6,1).

La formulaciéon que comprendié HP-B-CD con un grado de sustitucién de 4,5 permite una solubilizacién de minoxidil
adecuada de hasta un 5%, mientras la formulacion que comprendié HP-3-CD con un grado de sustitucion de 6,1 no
es capaz de solubilizar tal cantidad, y se par6 al 4%.

La Figura 2 muestra graficamente los resultados obtenidos sobre la diferente capacidad solubilizante de HP-3-CD con
un grado de sustituciéon de 4,5y 6,1, respectivamente.

EJEMPLO 5: Comparacion del contenido de agua, etanol y propilen glicol entre una formulacion segtn la invencion y
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dos formulaciones disponibles comercialmente
Materiales y métodos

Las cantidades de disolventes y codisolventes (agua, propilen glicol y etanol) empleadas para solubilizar 5 g de
minoxidil se identificaron a partir de la bibliografia (Brusa P. et al. y documento US 2011/0112125 A1).

Los datos se refieren a 100 g de producto final que contiene 5 g de minoxidil.
Tales valores se compararon con una preparacion segun la invencién, que tuvo la misma cantidad de minoxidil.
Formulaciones
Se compararon las siguientes formulaciones, que contienen un 5% de minoxidil:
A) Rogaine extra-fuerte: formulacién que contiene un 30% de etanol, 50% de propilen glicol y 15% de agua

B) Formulacién informada en la Farmacopea Britanica (FB) que contiene un 48% de etanol, 35% de propilen
glicol y 12% de agua

C) Formulacion en agua que contiene un 33% p/p de HP-B-CD, 62% de agua
Resultados

A partir de dicha comparacion, es evidente la ausencia de codisolventes en la formulaciéon C y el hecho de que esta
preparacion muestra la misma capacidad solubilizante de minoxidil de las formulaciones A y B (véase la Figura 3).

EJEMPLO 6: Estudio sobre el efecto histoldgico de la presencia de etanol y propilen glicol
Materiales y métodos

En una celda de Franz que tenia un &rea superficial de 2,009 cm? y un volumen de recepcién de 12,3 ml, se fij6 piel
de oreja de cerdo (grosor completo) conseguida de cerdos sacrificados en un matadero.

Las orejas se lavaron con agua corriente, se depilaron y la piel se retir6 con un bisturi eliminando las porciones
musculares y grasas. Una parte del tejido como tal (control) se traté de manera adecuada para los analisis histoldgicos.

Otras dos porciones se montaron en una celda de Franz.

En el compartimento receptor se obtuvo 1 ml de la disolucion de minoxidil y ciclodextrina solubilizando 5 g del principio
activo en presencia de 33 g de HP-B-CD en agua, c.s. para 100 g. En el compartimento receptor de otra celda de
Franz, se anadié 1 ml de la formulacion preparada segun las instrucciones de la FB (Brusa P. et al.).

En detalle, se solubilizaron 5 g de minoxidil con agitacién en la mezcla hecha con propilen glicol (35 g) y etanol 96°
(48 g), después se anade agua con agitacion, c.s. para 100 g (12 g)

Las dos celdas de Franz se termostatizaron a 37 °C para alcanzar una temperatura de 32 °C durante 24 horas en la
superficie de la piel. Al final de este periodo las muestras de piel se trataron para el analisis histolégico.

En particular, las muestras se fijaron en formalina durante 24 horas, se deshidrataron con concentraciones crecientes
de &cido etilico, se incrustaron en parafina y después se disecaron en un microtomo en cortes de 2-5 micrometros. Se
eliminé la parafina de dichos cortes, se hidrataron con una concentracion decreciente de disoluciones alcohdlicas, y
finalmente se tifieron con hemalumbre y eosina. Los portaobjetos tefiidos se observaron en un microscopio optico.

Formulaciones comparativas
Formulacién que contenia 33 g de HP-B-CD y 5 g de minoxidil en 100 ml de agua.

Formulacién preparada segun la receta informada en la FB: Minoxidil 5 g; propilen glicol 35 g; etanol 96°, agua 48 g,
c.s.para 100 g.

Resultados

La Figura 4 muestra los resultados del examen histologico llevado a cabo con la piel de oreja de cerdo tratada durante
24 horas a 37 °C, respectivamente con:

- control: estructura de la piel sin tratamiento (panel A),
- formulacion con ciclodextrina B segun la invencion (panel B)

- disolucién preparada segun las instrucciones de la FB (Prontuario pratico di galenica, de Brusa P.) (panel C).
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El examen histoldgico informado en el panel B no revela ninguna alteracion particular de la capa cérnea; mientras el
informado en el panel C muestra una desorganizacion sustancial de la capa cérnea.

EJEMPLO 7: Estudio sobre la eficacia in vivo de la formulacion A segun la invencion

La eficacia de una de las formulaciones segun la presente solicitud de patente (formulacion A; ejemplo 1) se determiné
in vivo en un grupo de ratas macho.

Materiales y métodos

Se llevaron a cabo estudios in vivo en ratas macho para ensayar la eficacia de la nueva formulacién que contiene un
3,5% p/p de minoxidil. Los resultados de tales estudios se compararon con la disolucién de minoxidil disponible
comercialmente (disolucion hidroalcohdlica del 3,5% p/p) y con el control (ratas sin tratar). El estudio se divide en dos
fases experimentales:

Primera fase piloto

En una primera fase se llevo a cabo un ensayo para determinar la eficacia de la formulacion en desarrollo (formulacion
A) en comparacion con el producto disponible comercialmente. Este estudio se ha llevado a cabo en seis ratas macho
de 8 meses (edad adulta), de un peso medio de 550 g. Antes y durante el periodo de tratamiento, las ratas se
alimentaron normalmente; se les afeité el lomo mediante una maquina de afeitar eléctrica el dia antes del inicio del
tratamiento para obtener un area afeitada de 10 cm?. Se consigui6 la depilacion completa del area aplicando una
crema depilatoria durante un periodo de 3 min. La crema se elimind y la piel se traté con una disolucion hidroalcohélica
de etanol al 70%. Las ratas se seleccionaron de manera aleatoria y se dividieron en tres grupos, y cada uno incluyé
dos ratas. La Figura 5 muestra las fotografias de los tres grupos experimentales de depilaciéon en el dia 0 de
tratamiento.

Grupos en estudio:
Grupo I: grupo de control sin tratar (CTRL) observado durante un periodo de 23 dias;

Grupo lI: grupo tratado con 1 ml de la disolucién de minoxidil disponible comercialmente (3,5% p/p) aplicada de manera
tépica una vez al dia en la parte afeitada durante un periodo de 23 dias;

Grupo llI: grupo tratado con hidrogel que contiene 1 g de Minoxidil (3,5% p/p) aplicado de la misma manera que en el
Grupo Il.

Las ratas de los tres grupos se observaron y se fotografiaron en dias diferentes. En dias fijos se llevo a cabo la retirada
de pelo para el estudio macro- y microscépico del diametro, la longitud y el aspecto, asi como del tamafo de los
bulbos.

Analisis fotografico

El area de crecimiento de pelo se fotografié semanalmente en cada rata mediante un Iphone 5S y las imagenes se
analizaron mediante el programa Microsoft Office Picture Manager.

Toma de muestras y analisis tricol6gico

Todos los analisis siguientes se llevaron a cabo en condiciones de enmascaramiento. La retirada de pelo se llevé a
cabo periddicamente, y todas las muestras se analizaron mediante un microscopio 6ptico (Leica Gallen Ill, aumento
50x, 100x, 400x, equipado con una camara Panasonic con el programa informatico Leica Qwin, version 2.4), para
estudiar la estructura del pelo y el tamafio de los bulbos. Ademés, se midi6 la longitud del pelo en un ndmero
estadisticamente significativo de muestras diferentes, por medio de un calibre con precision milimétrica.

Resultados de la primera fase piloto

Durante el tratamiento de 23 dias se observaron y se fotografiaron periddicamente las ratas que pertenecian a los tres
grupos.

A partir de las observaciones diarias y las fotografias tomadas periédicamente se observa que los dos grupos tratados
con el grupo Il (disolucién disponible comercialmente) y el grupo Il (formulacién A; ejemplo 1) mostraron un crecimiento
comparable del pelo, con una cobertura del area afeitada del 20% en el grupo Il y del 30% en el grupo Ill desde el
comienzo del tratamiento (primera semana). Al contrario, el grupo | (control, CTRL) muestra un crecimiento de pelo
muy lento con una superficie cubierta del 10% (Figura 6). La Figura 6 muestra los tres grupos experimentales en la
primera semana de tratamiento: grupo | CTRL, grupo Il disolucion disponible comercialmente, grupo Il formulacion A.

Ajustando el umbral de tratamiento al 20% de la superficie corporal cubierta en la primera semana de tratamiento, se
puede concluir que dos ratas de los grupos Il y lll respondieron al tratamiento (respondedores): la rata 1 del grupo Il y
la rata 1 del grupo Il
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En la segunda semana, ambas ratas del grupo Il mostraron un crecimiento de pelo, respectivamente, del 60% y 55%,
mientras en el grupo Il fue del 30% y 18%, y no se observaron respondedores en el grupo de control | (porcentaje de
crecimiento de pelo del 15% y 10%) (Figura 7).

Es posible identificar: dos ratas respondedoras en el grupo Ill, 1 rata respondedora en el grupo Il, ninguna rata
respondedora en el grupo |.

En la tercera semana de tratamiento el grupo lll mostr6é una cobertura completa del area afeitada igual al 100% frente
al grupo I. Ademas, el grupo Il muestra una cobertura del 100%, pero con un pelo mas escaso (Figura 8). El grupo |
mostré una cobertura del area de piel afeitada no mayor del 60%.

Calidad y longitud del pelo

Se examino la calidad del pelo en todos los grupos experimentales. En detalle, las muestras del grupo Il resultaron
ser mas gruesas y largas que en el grupo I, y tal diferencia es significativamente mas notable en comparacion con el
grupo | (Figura 9).

La Figura 10 muestra un grafico que ilustra la tendencia de crecimiento del pelo en un periodo de observacion de 4
semanas en las ratas en tratamiento.

Segunda fase

En vista de los resultados del primer estudio, se llevdé a cabo un programa a fondo de experimentos in vivo para
confirmar las observaciones hechas en el primer estudio, y para estudiar contextualmente los efectos secundarios e
irritantes de la formulacion analizada.

En esta fase, el estudio se llevo a cabo con nueve ratas macho de 10-12 meses (edad adulta) y que pesaban 750 g
de media, alimentadas normalmente. Los animales se afeitaron y se depilaron como se describié anteriormente. Las
ratas se seleccionaron de manera aleatoria y se dividieron en tres grupos.

Grupo de estudio:
Grupo I: grupo de control sin tratar (CTRL) observado durante el periodo completo;

Grupo Il: grupo tratado con 1 ml de la disolucién de minoxidil disponible comercialmente (3,5% p/p) aplicada de manera
topica una vez al dia en la parte afeitada durante un periodo de 25 dias.

Para el periodo tras el 25° dia, la dosis se aplicé dos veces al dia (mafana y noche) hasta el 40° dia de tratamiento.
Grupo lllI: grupo tratado con 1 g de formulacién A (3,5% p/p) aplicada de la misma manera que en el Grupo |l

Las ratas de los tres grupos se observaron y se fotografiaron en dias diferentes. En dias fijos se llevo a cabo la retirada
de pelo para el estudio macro- y microscépico del diametro, la longitud y el aspecto, asi como del tamafo de los
bulbos.

En el dia de tratamiento 40, cada animal se pes0, se anestesioé con uretano administrado por via intraperitoneal a una
concentracion de 1,2 g/kg, y se depil6 en el lomo tratado y se sometio a:

- toma de muestra de sangre del ventriculo izquierdo del corazén;

- retirada de una biopsia de la piel dorsal para llevar a cabo estudios de expresion génica de marcadores de
inflamacién, mediante una técnica de RT-PCR con extractos tisulares de mARN total;

- retirada de una biopsia del area tratada de piel dorsal para un analisis histol6gico que estudia:
a. el nimero y el diametro de los bulbos capilares;
b. el estado inflamatorio y blusqueda de un area de posible necrosis;

- explante de corazon para el analisis de la expresion génica de marcadores de inflamacién mediante una técnica
de RT-PCR con extractos tisulares de mARN total;

- retirada de biopsia de la piel ventral para un cultivo primario de fibroblastos.

Todos los animales completaron el protocolo de tratamiento de 40 dias sin ningun efecto de intolerancia clinica o
reacciones cutaneas evidentes, excepto los que pertenecieron al grupo |l.

En este grupo, una rata muri6 en el dia de tratamiento 25 probablemente por un choque hipotensivo (no se llevé a
cabo una necropsia).
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Resultados
Tasa de crecimiento y examen tricolégico

La monitorizacién y las observaciones diarias de los tres grupos confirmaron los resultados de la primera fase con
respecto a la tasa de crecimiento del pelo y la cobertura de pelo del area tratada.

De hecho, ademas este grupo de estudio Il (Gel) mostrd un crecimiento mas rapido en comparacién con los grupos Il
(disolucién) y I (Ctrl), especialmente después de la primera semana, con una mejor calidad del pelo desde el punto de
vista del diametro y la longitud.

El grupo | mostr6 un crecimiento definitivamente inferior, con una calidad de pelo fino y fragil.

El analisis microscopico del pelo periddicamente retirado mostré una mayor longitud y diametro del grupo Il frente al
grupo Il'y grupo | (véanse los gréficos de la Figura 11).

Datos histoldgicos

El analisis histologico preliminar de cortes de pelos en formaldehido mostré una mejora significativa del nimero de
bulbos por area histolégica en el grupo Il frente al grupo Il y grupo |, de acuerdo con el incremento de la densidad de
pelo observada en los estudios de tasa de crecimiento y examen tricolégico.

Expresion génica e inflamacion cardiaca y cutanea dorsal

El andlisis de la expresidn génica llevado a cabo mediante una técnica de RT-PCR de muestras tisulares de piel y
corazon explantadas de las ratas tratadas mostré:

- ningun aumento significativo de la expresion génica del marcador de autofagia Bnip3 y un aumento significativo
del marcador génico de atrofia Atrogina-1, tanto en la piel como en el corazén: grupo Il > grupo Il > grupo |
(Figura 12, paneles Ay B).

Estos resultados sefialan un mayor efecto autofagico y atréfico de la disolucién comercial basada en minoxidil frente
a la formulacién A basada en minoxidil, tanto en la piel como en el corazén.

El gen de caspasa 3, que es un marcador de apoptosis en diferentes tejidos, se expresa significativamente en el
corazon de animales que pertenecen al grupo Il 'y grupo ll:

Disolucién comercial basada en minoxidil = formulacion A de gel basada en minoxidil > control, lo que sugiere por tanto
un efecto pro-apoptético similar del tratamiento para ambas formulaciones (Figura 13, panel A).

Por lo que respecta a la expresién génica del marcador Mapk3, que es una enzima implicada en la hipertrofia tisular,
se observo un aumento de su expresion en el corazén tanto con la formulacion A (gel) como con la disolucién comercial
(Figura 13, panel B).

La expresion génica de los marcadores Nfkb1 y TNFa no parece ser relevante en estos grupos experimentales, lo que
sugiere por tanto que la ruta de citocinas no esta implicada en los procesos inflamatorios (véase la Figura 14, paneles
Ay B).

Medidas de presion y ECG en telemetria inalambrica en ratas tratadas de manera tdpica con GEL basado en Minoxidil
en GLP

Las medidas telemétricas longitudinales preliminares (ADInstruments, R.U.; Millar, Nueva Zelanda) tomadas en tres
ratas mostraron que a la dosis eficaz el tratamiento induce una reduccién ligera de la tensién arterial aértica en la rata
tratada con la formulacion A (gel), y una reduccién moderada en la rata tratada con la disolucion comercial. Tales
resultados sugieren que el tratamiento a largo plazo (40 dias) puede inducir una hipotension en los dos grupos de
tratamiento, que es mayor en el grupo tratado con la disolucion comercial basada en Minoxidil.

El estudio farmacolégico preliminar anteriormente informado llevado a cabo en ratas macho de edad adulta mostr6 la
superioridad de la nueva formulacion de gel basada en minoxidil desde el punto de vista de la eficacia, manipulacion,
toxicidad local y sistémica reducida.

EJEMPLO 8: Estudio de solubilidad de fases: determinacion de la constante de complejacion entre Minoxidil y HP-3-CD

La complejacion entre Minoxidil y las ciclodextrinas la estudiaron diferentes investigadores, y en particular Kim J. et al.
(2003) y Kwon T. K. et al. (2010) llevaron a cabo estudios sobre la solubilidad de fases, por medio de
espectrofotometria entre Minoxidil y HP-B-CD en el intervalo de concentracion comprendido entre 0 y 0,32 M. Sin
embargo, en tales trabajos el grado de sustitucién de la HP-B-CD es igual a 0,8 (Kim et al. 2003), o no se describié
(Kwon et al. 2010).

El grado de sustitucién de HP-B-CD es un parametro clave a considerar, ya que podria ser un factor discriminante para
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determinar el aumento de la solubilidad de minoxidil, como se muestra en los Ejemplos 3-4 precedentes.

Basandose en las consideraciones informadas anteriormente, se estudio la constante de solubilidad entre Minoxidil y
HP-B-CD con un grado de sustitucion de 0,64 (sugerida como la realizacion mas preferida de la presente invencion).

Entre las posibles aproximaciones usadas para calcular la constante de solubilidad, en el presente estudio se adopto
el método de solubilidad introducido por Higuchi y Connors (1965).

Materiales y métodos

Para el estudio de solubilidad de fases se afiadi6 una cantidad de Minoxidil que superaba su solubilidad a 5
disoluciones acuosas sin tamponar que tenian una concentracion creciente de HP-3-CD (intervalo 0-0,128 M) en viales
sellados de 5 ml, para evitar cualquier cambio provocado por la evaporacion.

Las suspensiones asi obtenidas se agitaron en vortex durante alrededor de 5 minutos, y posteriormente se transfirieron
a un agitador orbital en la oscuridad durante 2 dias a 25 £ 0,2 °C a 100 oscilaciones por minuto (Themo Scientific).

Una vez que se alcanza el equilibrio, se transfiere una alicuota de la fase acuosa de cada muestra a una jeringa de
vidrio de 5 ml, y se filtra por medio de un filtro de membrana de acetato de celulosa de 0,22 um (Millipore®, Milan,
Italia).

El filtrado se almacend en la oscuridad a una temperatura de 25 + 0,2 °C hasta el siguiente analisis, que se llevé a
cabo mediante HPLC tras la dilucion oportuna de la muestra. Todas las medidas se repitieron al menos por triplicado.

Resultados

Se determind la solubilidad en agua (S0) de Minoxidil de la misma manera, y resultd ser coherente con los datos de la
bibliografia (2,5 mg/ml).

Los datos recuperados del andlisis cuantitativo de Minoxidil por medio de HPLC se usaron para determinar la constante
del complejo de inclusion MXD/HP-B-CD, segun la ecuacién de Higuchi-Connors, informada a continuacién:

K_(1:1) = Pendiente/(S_0 (1-Pendiente))

A partir de los resultados del estudio, es posible afirmar que, en el intervalo de concentracién previsto, el complejo HP-
B-CD/minoxidil se forma a una proporcién molar 1:1 de CD:MXD (véase la Figura 15).

La constante de complejacion calculada resulta ser igual a 1500 M, y dicho valor es definitivamente mayor que el
indicado por Kim et al. Tal diferencia revelada puede estar asociada al método analitico empleado en el estudio (HPLC
frente a UV), y sobre todo al grado de sustitucion diferente de la ciclodextrina seleccionada para estos dos estudios,
lo que confirma por tanto la importancia de la seleccion del grado de sustitucién de la HP-B-CD.

EJEMPLO 9: Estudios de estabilidad de las formulaciones segtin la invencion

La estabilidad de la formulacion es fundamental para establecer su fecha de caducidad. Es necesario analizar la
preparacion segun diversos aspectos para determinar la estabilidad: aspectos quimicos, fisicos y microbiolégicos. Las
formulaciones magistrales basadas en minoxidil informadas en la Farmacopea, que tienen un porcentaje de alcohol
mayor del 25% p/p, resultaron ser estables desde un punto de vista microbiolégico, y es posible indicar una fecha de
caducidad de 6 meses a partir de la fecha de preparacion. Sin embargo, es conveniente el almacenamiento en botellas
de vidrio oscuro por el problema de la escasa fotoestabilidad del Minoxidil.

Para establecer una posible fecha de caducidad del objeto de la formulacion de la invencion, se llevaron a cabo tres
estudios de estabilidad fisicoquimica de la formulacion y del principio activo durante un periodo de tiempo maximo de
tres meses.

El primer estudio se llevo a cabo en condiciones de almacenamiento reales, durante tres meses y un total de 35 dias.
En el segundo estudio, se sometié a tension a la misma formulacién con un ciclo de frio-calor en una habitacion
climatizada durante un ciclo de 60 horas totales. En el tercer estudio, la formulacion de gel preparada mediante el uso
de agua con conservantes se coloco en la habitacién climatizada durante 3 meses a 25+0,2 °C y una H.R. del 60%

Métodos

En el primer estudio, se preparé una formulacién A segun la presente invencién. En detalle, se colocaron 10 gramos
de gel de minoxidil del 3,5% p/p en recipientes transparentes cubiertos con parafilm o se dejaron en una estanteria a
temperatura ambiente protegidos o no de la luz. Cada semana se tom6 una alicuota del gel del recipiente y se diluy6
con una cantidad adecuada de agua/metanol. Una parte de la disolucién restante se filtr6 y se inyecté en una HPLC
(20 pl) para determinar la cantidad presente de Minoxidil.

El area integrada respecto del pico cromatografico de Minoxidil se transformé en la concentracion de minoxidil (mg/ml)
basandose en una curva de calibracion previamente preparada (R2 0,998). El valor obtenido se transformé en un valor
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en porcentaje con respecto al valor esperado (0,035 mg/ml), que representd la cantidad de Minoxidil correspondiente
al 100% de dicho compuesto activo en el gel.

En el segundo estudio, se analiz6 la estabilidad quimica y fisica de Minoxidil en la misma formulacién en una habitacion
climatizada (Climacell, MMM Medcenter, Manich, Alemania) durante 60 horas adoptando los siguientes programas:

- primer programa en la oscuridad y 5 secciones; 10 gramos de gel de minoxidil del 3,5% p/p (formulacién A) en
un recipiente de vidrio transparente durante 12 horas a 4 °C; 12 horas a 25 °C y 60% de H.R.; 12 horas a 40 °C
y 60% de H.R.; 12 horas a 25 °C y 60% de H.R. y finalmente 12 horas a 4 °C

- segundo programa bajo luz UV/Vis y 5 secciones; 10 gramos de gel de MXD del 3,5% p/p (ejemplo A) en un
recipiente de vidrio transparente durante 12 horas a 4 °C; 12 horas a 25 °C y 60% de H.R.; 12 horas a 40 °C y
60% de H.R.; 12 horas a 25 °C y 60% de H.R. y finalmente 12 horas a 4 °C. Se tomaron alicuotas de la muestra
cada 24 horas y se trataron como en el primer estudio.

Finalmente, en el tercer estudio se prepararon 100 g de la formulacion de gel de MXD del 3,5% p/p (formulacion A) en
presencia de agua con conservantes (nipagina, 75 mg y nipasol 25 mg en 100 ml de agua), y se transfirieron 50 g de
la formulacion inicial a un recipiente de polipropileno y la cantidad restante a un recipiente de vidrio, ambos equipados
con un tapon. Los dos recipientes se insertaron en la habitacion climatizada durante tres meses a 25 °C a un 60% de
H.R. sin luz. Se tomaron fracciones de muestra cada 15 dias y se analizaron tal como se indic6 en el primer estudio.

Resultados
Los resultados obtenidos en el primer estudio se informan en las tablas 2 y 3.

Como se puede deducir a partir de las tablas, el Minoxidil es estable en el gel durante 5 semanas tanto en presencia
como en ausencia de luz.

Probablemente, la formacion del complejo entre Minoxidil y ciclodextrina permite incrementar la solubilidad del principio
activo y reducir su inestabilidad a la luz. Ademas, el ligero incremento de la concentracion de minoxidil que se da en
ambos estudios en la semana 4-5 se puede asociar a una pérdida de agua dependiente del tiempo por evaporacion
de la formulacién, que requiere el uso de un recipiente con un tapén sellado, especialmente si el producto se almacena
durante mas de un mes. Se detecta una ligera coloracién ambar en las formulaciones examinadas en la semana 5.

Tabla 2. Estabilidad quimica de Minoxidil (MXD) en condiciones reales sin proteccion de la luz

Tiempo (semana) Concentraciéon (mg/ml) %MXD
0 0,036 100
1 0,037 102
2 0,038 106
3 0,037 104
4 0,037 104
5 0,042 116
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Tiempo (semana) Concentracion (mg/ml) %MXD
0 0,036 100
1 0,036 100
2 0,035 98,6
3 0,035 98
4 0,040 111
5 0,041 114

Los resultados del segundo estudio mostraron la estabilidad quimica de Minoxidil en el gel, también tras un choque
frio-calor en una habitacién climatizada. Bajo tal tension, tampoco se vio comprometida la solubilidad de Minoxidil en
el gel, de hecho la temperatura baja alcanzada en la habitacién climatizada (4 °C) no da como resultado la formacién
de precipitados en el gel. Finalmente, este estudio confirmé las buenas propiedades de estabilidad fisica del gel (sin
variacion organoléptica), aparte de una ligera coloracién &mbar detectada al final del estudio.

Por ultimo, también se obtuvo la confirmacién de la estabilidad quimica de Minoxidil a partir del tercer estudio, como
se muestra con fines ilustrativos en la Tabla 4.

Tabla 4. Estabilidad quimica de Minoxidil (MXD) en el gel en un recipiente de polipropileno durante el estudio en la
habitacion climatizada durante 3 meses a 25 °C y un 60% de H.R.

Tiempo (semana) Concentracion (mg/ml) %MXD
0 0,035 100
2 0,036 103
4 0,034 97
6 0,036 103
8 0,037 106
10 0,035 100
12 0,036 103

Con respecto a la estabilidad fisica de la formulacién, es posible detectar solamente una coloracién ambar ligera del
producto tras tres meses.

EJEMPLO 10: Comparacion con las formulaciones basadas en minoxidil que emplean polimeros hidréfilos para
solubilizar el principio activo

Para demostrar el efecto de solubilizaciéon de minoxidil conseguido adoptando la estrategia de complejacion, en vez
del uso de polimeros hidréfilos (como en el documento US 2011/0112125) se establecieron los siguientes ensayos
experimentales.

Se prepararon formulaciones de minoxidil en una cantidad total de 20 g cada una, que comprendieron los siguientes
ingredientes (véase el Ejemplo 4 del documento US 2011/0112125):

- Minoxidil 0,8 g (4 partes en peso)

- Polivinilpirrolidona (K90) 0,6 g (3 partes en peso)
- Agua 18 g (90 partes en peso)

- H2SO4 5 M para ajustar el pH a 3,0

Método de preparacion
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Se dispersaron 0,8 g de minoxidil en agua con agitacion continua durante 10 minutos. Posteriormente, H2SO4 5 M para
disolver el minoxidil; el valor del pH es 3,1.

Se dispersaron 0,6 g de polivinilpirrolidona en la disolucion, y se mezclé durante otros 10 minutos hasta obtener una
solubilizacién completa del polimero.

Finalmente, se afadid NaOH 5 M para restablecer el valor del pH entre 4-4,5. En este medio se observé un precipitado
blanco abundante.

Paralelamente, se prepararon formulaciones de minoxidil que contenian B-CD como polimero hidréfilo, minoxidil y
agua segun el Ejemplo 3 del documento US 2011/0112125, lo que condujo a resultados analogos.

Basandose en estos ensayos experimentales, se puede deducir que la estrategia de solubilizacion adoptada en la
solicitud de patente US 2011/0112125 es la salificacion del minoxidil inducida por el medio acido creado por la adicion
de H2SO0s4, al ser el pKa de minoxidil igual a 4,6.

Sin embargo, cuando se restablece el pH a valores de pH mayores de 3 afadiendo NaOH, la forma sin protonar de
minoxidil reaparece, lo que conduce a la precipitacion del producto.

De hecho, para demostrar que el producto precipitado era minoxidil, el precipitado recuperado de los ensayos se
analiz6 mediante RMN, cromatografia de gases-espectroscopia de masas y FT-IR. Los resultados del analisis
confirmaron que el producto recuperado fue minoxidil.

Finalmente, para confirmar que la estrategia subyacente en las formulaciones segun la invencién es la complejacion,
y que el cambio del pH no afecta a la solubilizacién del principio activo, se repitié el mismo ensayo precedente pero
con la siguiente formulacion:

- Minoxidil 0,5 g (3,7 partes en peso)
- HP-B-CD (0,64) 3,3 g (24,5 partes en peso)

Agua 9 g (67 partes en peso)
- H2S04 5 M c.s. para ajustar el pH a 3,0
(volumen total 0,650 ml)

Se solubilizd HP-B-CD en 9 g de agua con agitacion continua durante 30 minutos; se afadieron 0,5 g de minoxidil a la
disolucién y se solubilizaron, con agitacion magnética, durante 15 minutos. El valor del pH de esta disolucién es igual
a’,7.

Posteriormente, se afiadié H2SO4 5 M hasta que se alcanzé un valor de pH de 2,3.

Finalmente, se afadié NaOH 5 M para restablecer el valor del pH entre 4 y 4,5.

Sorprendentemente, tales variaciones de pH no dieron como resultado la formacion de precipitados.
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REIVINDICACIONES
1. Una disolucién viscosa o formulacion de gel para el tratamiento topico de la alopecia androgenética, que comprende:
- minoxidil como principio activo a una concentracién comprendida entre un 0,5% y 6% p/p;

- hidroxipropil B-ciclodextrina como agente solubilizante a una concentracion comprendida entre un 5% y 45%
p/p, en donde el grado de sustitucién de la hidroxipropil B-ciclodextrina es 4,5;

- al menos un polimero hidroéfilo seleccionado de alginato, carbémero, poliacrilato, derivado de celulosa, gelatina
y pectina a una concentracion comprendida entre un 0,2% y 3% p/p;

- aguaentre un 42% y 85% p/p;

opcionalmente junto con uno o mas excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables, caracterizada por la
ausencia de codisolventes de etanol y propilenglicol.

2. Formulacién segun la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos un agente gelificante seleccionado de
bases fuertes inorganicas y organicas o cloruros que contienen iones bivalentes a una concentracién comprendida
entre un 2,6% p/p y 4% p/p.

3. Formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde dicho polimero hidrofilo esta presente en un
porcentaje comprendido entre un 0,2% y 2%.

4. Formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende una B-ciclodextrina adicional
seleccionada de sulfobutil éter B-ciclodextrina y metil B-ciclodextrina con un grado de sustitucién variable en
combinacion con hidroxipropil B-ciclodextrina, en un porcentaje comprendido entre un 5% y 45% p/p.

5. Formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde los excipientes opcionales son excipientes
hidrofilos seleccionados del grupo que consiste en polioxietilenglicol, poli(alcohol vinilico), polivinil pirrolidona, sorbitol,
glicerina, lactosa, sacarosa, manitol, a una concentracién comprendida entre un 0,2% y 5%.

6. Formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende ademas agentes conservantes tales
como agentes antimicrobianos y/o antifingicos.

7. Formulacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde dicho al menos un polimero hidréfilo se
selecciona de alginato sédico, carbémero y poliacrilato.
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Diagrama de solubilidad de fases de MXD/HPBCD a 25 °C
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