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RESUMO

A alopecia androgenética € uma condi¢cao altamente prevalente, associada a fatores
genéticos e hormonais, que compromete a qualidade de vida dos individuos afetados.
Diante das limitagdes das terapias convencionais e do potencial das nanoparticulas
poliméricas (PNPs) como sistemas de liberagcédo direcionada, este trabalho teve como
objetivo desenvolver PNPs contendo minoxidil (MXD) e espironolactona (SPL), a partir
de formulag¢des geradas por modelos de redes neurais artificiais (RNAs), visando avaliar
a influéncia do tamanho no direcionamento folicular. Foram produzidas 127 formulacdes
contendo MXD e 131 contendo SPL, das quais 47 e 32 formaram nanoparticulas,
respectivamente, possibilitando a identificacdo das variaveis mais relevantes para a
formagao dos sistemas. De modo geral, os resultados de caracterizagdo das PNPs
demonstraram ampla variabilidade nos parametros fisico-quimicos avaliados, com
predominancia de sistemas com indice de polidispersao inferior a 0,2, potenciais zeta
superiores a 30 mV em maodulo e eficiéncia de encapsulagao acima de 70%. Para as 8
formulagcbes empregadas nos estudos de penetragao cuténea, os sistemas selecionados
apresentaram parametros fisico-quimicos condizentes com as metas estabelecidas. Os
modelos preditivos apresentaram desempenho satisfatorio, com acuracia e precisdo de
até 85%, além de elevada concordancia entre os valores preditos e experimentais. Os
ensaios de penetragdo cuténea in vitro demonstraram que a formulagdo de MXD com
tamanho intermediario (~200 nm) apresentou maior direcionamento para os foliculos
pilosos, diferindo significativamente das formulagbes de 115,3, 331,2 e 548,7 nm
(p<0,0001). Para a SPL, as formulagbées de 137,4 e 325,9 nm apresentaram maior
direcionamento para os foliculos pilosos, enquanto a de 282,1 nm apresentou
desempenho inferior, evidenciando um comportamento nao linear dependente do
tamanho. Em conjunto, os resultados confirmam a aplicabilidade de abordagens
orientadas por dados para o desenvolvimento racional de sistemas nanoestruturados e
permitem correlacionar o tamanho das PNPs ao direcionamento folicular de para o MXD
e SPL voltados ao tratamento da alopecia androgenética.

Palavras-chave: Alopecia androgenética; nanoparticulas poliméricas; redes neurais

artificiais; minoxidil; espironolactona; liberagéo cutanea.



ABSTRACT

Androgenetic alopecia is a highly prevalent condition associated with genetic and
hormonal factors that compromises the quality of life of affected individuals. In view of the
limitations of conventional therapies and the potential of polymeric nanoparticles (PNPs)
as targeted drug delivery systems, this study aimed to develop PNPs containing minoxidil
(MXD) and spironolactone (SPL) from formulations generated by artificial neural network
(ANN) models in order to evaluate the influence of particle size on follicular targeting. A
total of 127 MXD-containing formulations and 131 SPL-containing formulations were
produced, of which 47 and 32 formed nanoparticles, respectively, enabling the
identification of the most relevant variables for system formation. Overall, the
characterization results demonstrated wide variability in the evaluated physicochemical
parameters, with a predominance of systems presenting polydispersity index values
below 0.2, zeta potentials above 30 mV in magnitude, and encapsulation efficiency higher
than 70%. For the eight formulations selected for skin penetration studies, the systems
exhibited physicochemical parameters consistent with the established targets. The
predictive models showed satisfactory performance, with accuracy and precision of up to
85%, as well as high agreement between predicted and experimental values. In vitro skin
penetration assays demonstrated that the MXD formulation with intermediate particle size
(~200 nm) exhibited greater follicular targeting, differing significantly from the 115.3,
331.2, and 548.7 nm formulations (p < 0.0001). For SPL, the 137.4 and 325.9 nm
formulations showed greater follicular targeting, whereas the 282.1 nm formulation
exhibited inferior performance, indicating a nonlinear size-dependent behavior. Taken
together, these results confirm the applicability of data-driven approaches for the rational
development of nanostructured systems and allow the correlation of PNP size with
follicular targeting for MXD and SPL in the treatment of androgenetic alopecia.

Keywords: Androgenetic alopecia; polymeric nanoparticles; artificial neural networks;
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1. INTRODUGAO

A alopecia androgenética (AGA), ou calvicie de padrdo masculino ou feminino, é
um disturbio de queda capilar em padrao definido que afeta aproximadamente 73% dos
homens e 57% das mulheres ao longo da vida (CHHETRI; HUANG, 2021; ADIL;
GODWIN, 2017). A AGA é influenciada por predisposi¢do genética e por sensibilidade
folicular excessiva aos androgenos (NTSHINGILA et al., 2023), como a di-
hidrotestosterona (DHT) (ADIL; GODWIN, 2017). Embora seja altamente prevalente, ndo
€ uma condigao fatal, mas pode causar um impacto psicossocial severo, especialmente
em mulheres e em homens mais jovens (NTSHINGILA et al., 2023), gerando sofrimento
psicoldgico, baixa autoestima, depressao e contribuindo para a redugao da qualidade de
vida (CHHETRI; HUANG, 2021).

Diante da elevada prevaléncia da AGA e de seu impacto psicossocial significativo,
estratégias terapéuticas farmacoldgicas tém sido amplamente empregadas com o
objetivo de modular os mecanismos envolvidos na miniaturizagdo folicular. Nesse
contexto, o minoxidil (MXD) topico destaca-se como um dos principais farmacos
utilizados no tratamento da AGA em homens e mulheres, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(NASCIMENTO et al., 2020; ANVISA, 2025). Embora seu mecanismo de agéo nao seja
completamente elucidado (SUCHONWANIT et al., 2019), sabe-se que o MXD & um pré-
farmaco, sendo convertido em sua forma ativa pela enzima sulfotransferase presente na
bainha radicular externa dos foliculos capilares, contribuindo para a estimulagdo do
crescimento capilar (GOREN et al., 2018). Adicionalmente, a espironolactona (SPL), um
esteroide sintético com propriedades antiandrogénicas (SEARLE et al., 2020), tem sido
utiizada de forma off-label em condigbes dermatologicas, incluindo a AGA,
especialmente em mulheres, atuando na modulagédo da ag&o dos andrégenos no foliculo
piloso (FP) (SEARLE et al., 2020; LY et al., 2023).

Apesar da relevancia clinica do MXD e da SPL no manejo da AGA, as formulagdes
convencionais desses farmacos apresentam limitacbes que podem comprometer a

otimizagao do tratamento. No caso do MXD topico, destacam-se a baixa solubilidade em



agua e o uso de veiculos potencialmente irritantes (SANTOS et al., 2020), enquanto a
SPL, quando administrada por via sistémica, pode apresentar efeitos colaterais dose-
dependentes associados a sua agao antiandrogénica, o que pode restringir sua
aplicacdo, especialmente em homens (SOLIMAN et al., 2022). Diante desse cenario,
torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias capazes de aprimorar o
direcionamento dos farmacos ao sitio de ac¢ao, reduzindo a exposi¢cao sistémica e
potencializando a eficacia terapéutica. As Nanoparticulas Poliméricas (PNPs) emergem,
assim, como uma abordagem promissora, uma vez que representam um avango nos
sistemas de liberagdo de medicamentos e demonstram elevado potencial para
permeacdo cutanea e acumulo preferencial nos FPs, configurando-se como uma
alternativa atrativa para otimizar a entrega de MXD e SPL no tratamento da AGA (FANG
et al., 2014;ELTAIB, 2025; FERREIRA-NUNES et al., 2021; SHAIKH et al., 2023).
Entretanto, a funcionalidade e o sucesso dessas PNPs como sofisticados sistemas
de entrega de medicamentos dependem diretamente do controle inigualavel sobre suas
propriedades fisico-quimicas, como tamanho, forma, arquitetura, carga e funcionalidade
de superficie (BEACH et al., 2024; GESZKE-MORITZ et al., 2024). O tamanho da
particula é um parametro definidor essencial, pois impacta crucialmente a
farmacocinética, a biodistribuicdo e a seguranca das nanomedicinas (DESAI et al., 2012).
Nesse contexto que surge um desafio critico para a aplicacdo clinica das PNPs: a
obtencao de propriedades fisico-quimicas adequadas e a determinacdo do tamanho de
particula ideal para o direcionamento folicular, pois ainda ha resultados conflitantes na
literatura (DEREIAH et al., 2024; HEYDARI et al., 2024), com estudos indicando maior
acumulo tanto em particulas maiores (180—400 nm) quanto em menores (21-70 nm)
(FERREIRA-NUNES et al., 2021; HEYDARI et al., 2024; DEREIAH et al., 2024).
Modelos preditivos baseados em Redes Neurais Artificiais (RNAs) e outras
técnicas de aprendizado de maquina (ML) representam uma solugdo promissora e
eficiente para alcancgar formulacbes de nanoparticulas, especialmente as PNPs, com
propriedades especificas e desejadas, resultando em economia de tempo e recursos
(WANG et al., 2022; AMANI; MOHAMMADYANI, 2011). Sua aplicagdo no campo
farmacéutico permite a otimizagdo de nanoformulagdes poliméricas (WANG et al., 2022,
MIHANDOOST et al., 2024) e ja demonstraram capacidade de prever propriedades



criticas, como o tamanho de particula e o indice de polidispersidade (PDI) (WANG et al.,
2022; YOUSHIA et al., 2017; KIMMIG et al., 2021). Portanto, este trabalho propds
desenvolver PNPs contendo MXD ou SPL, a partir de formulagdes geradas por modelos
de RNAs treinados para avaliar a influéncia do tamanho das particulas no direcionamento
folicular, visando o tratamento topico da AGA.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi elaborar PNPs contendo MXD e SPL, a partir de
modelos de RNAs treinados para avaliar a influéncia do tamanho das particulas no
direcionamento folicular, visando ao tratamento topico da AGA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a compatibilidade quimica entre os farmacos, os polimeros e os
excipientes utilizados no preparo das PNPs;

e Testar um bloco inicial padrao de formulagdes de PNPs com MXD e SPL;

e (Caracterizar as nanoparticulas formadas quanto ao tamanho, PDI, potencial zeta
e eficiéncia de encapsulagao (EE);

e Desenvolver um modelo de aprendizado de maquina baseado em RNA para
PNPs com MXD e SPL a partir dos dados das PNPs formadas e propriedades
caracterizadas;

e Treinar a RNA para aprender os padrdes que relacionam as variagdes das
formulagdes com as propriedades que as PNPs apresentam;

e Obter novas formulagdes simuladas pela RNA, a partir do treinamento com o
bloco inicial testado;

e Produzir as novas formulagdes simuladas para o MXD e o SPL;

e (Caracterizar as nanoparticulas formadas com formulagdes simuladas;

e Retroalimentar a RNA com os novos dados obtidos com as formulagdes

simuladas;



e Avaliar in vitro a penetracédo das formulacdes de diferentes tamanhos com MXD
e SPL, nas camadas da pele e comparar o direcionamento do farmaco para os
FPs promovido por cada PNP;

e Avaliar a estabilidade dos nanossistemas por 90 dias a 4 °C.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ANATOMIA DA PELE E ANEXOS CUTANEOS

A pele humana, considerada o maior 6rgao do corpo, apresenta uma superficie
que varia entre 1,5 e 2 m? em adultos, correspondendo a cerca de 15% a 16% do peso
corporal total. Ela funciona como uma interface multifuncional complexa e seletiva entre
0 meio interno e 0 ambiente externo, desempenhando papéis vitais na protecdo contra
microrganismos, radiagdo ultravioleta e agentes quimicos, além de atuar na
termorregulagédo, percepg¢do sensorial, sintese de vitamina D e prevengdo da perda
excessiva de fluidos e eletrélitos (AKOMBAETWA et al., 2023; PRAJAPATI et al., 2025;
WICKETT; VISSCHER, 2006).

Estruturalmente, a pele € composta por trés camadas principais integradas (Figura
1): a epiderme, a derme e a hipoderme ou tecido subcutdneo (AKOMBAETWA et al.,
2023; PRAJAPATI et al., 2025; ITA, 2020). A epiderme consiste em um epitélio
estratificado = escamoso  queratinizado de origem ectodérmica, formado
predominantemente por queratinécitos (=95%), além de melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel (ITA, 2020; MCGRATH; EADY; POPE, 2004; SOUTO et
al., 2022; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021). Essa camada é a principal responsavel pela
funcao de barreira cuténea, a qual € reforcada pelo manto acido superficial, com pH entre
4,5 e 5,5, e pelas jungdes estreitas localizadas no estrato granuloso, que selam os
espacgos intercelulares, restringindo a passagem de patdogenos e macromoléculas
(WANG et al., 2018; MOROKI, 2023; BAROLI, 2010; RANCAN et al., 2012).

Ela se subdivide em estratos que refletem o estagio de diferenciacdo celular,
partindo da camada basal, onde ocorre a proliferagéo, seguida pelos estratos espinhoso,
granuloso, lucido (presente em peles espessas como palmas e plantas) e, finalmente, o



estrato cérneo (EC) (BHAT; FEBINA; PRASANNA, 2025; BAROLI, 2010; WICKETT;
VISSCHER, 2006).
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Figura 1. Representagdo esquematica das camadas principais da pele: a epiderme, formada por células
epiteliais intimamente justapostas, a derme, constituida por tecido conjuntivo denso e irregular, que abriga
vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e outras estruturas e a hipoderme, composta
principalmente por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo (A). A epiderme da pele espessa apresenta
cinco camadas: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato Iucido e estrato cérneo (EC)
(B). Adaptado de Menichetti; Mordini; Montalti, 2024.

O EC ¢é o produto final da diferenciagao terminal dos queratinécitos e representa a
principal barreira fisica da pele, sendo frequentemente descrito pelo modelo de "tijolos e
argamassa" (Figura 2) (LEYVA-MENDIVIL et al., 2015; ITA, 2020; MATSUI; AMAGAI,
2015; KRISHNAN; MITRAGOTRI, 2020). Nesse modelo, os tijolos s&o os corneocitos —
células mortas, achatadas e anucleadas preenchidas por queratina e filagrina —
enquanto a argamassa € composta por uma matriz lipidica extracelular organizada em
bicamadas lamelares ricas em ceramidas (50%), colesterol (25%) e acidos graxos livres
(10-20%) (ITA, 2020; RASZEWSKA-FAMIELEC; FLIEGER, 2022; WICKETT;
VISSCHER, 2006). A integridade estrutural dessa camada € mantida por
corneodesmossomos, que s&0 pontes proteicas que unem o0s corneocitos e cuja
degradagéao enzimatica permite o processo de descamagao na superficie (RASZEWSKA-
FAMIELEC; FLIEGER, 2022; LEYVA-MENDIVIL et al., 2015; ITA, 2020; BAROLI, 2010).
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Figura 2. Estrutura esquematica do estrato cérneo (EC) em padrao “tijolo e argamassa”. Os cornedcitos
(células coérneas) estao dispostos como ‘“tijolos”, enquanto os lipidios intercelulares (ceramidas, acidos
graxos livres e colesterol) funcionam como “argamassa” entre eles, formando a principal barreira a perda
de agua e a penetragéo de substancias. Os fatores naturais de hidratagao (FNH) presentes nos cornedcitos
contribuem para a retengdo de agua e a manutengao da fungéo barreira. Adaptado de Vecteezy, 2026.

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, um tecido conjuntivo de origem
mesodérmica que fornece suporte estrutural e elasticidade através de uma rede densa
de fibras de colageno (tipos | e Ill) e elastina, sintetizadas por fibroblastos (MCGRATH,;
EADY; POPE, 2004; ITA, 2020; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021; SALAZAR et al., 2022).
A derme é dividida em camada papilar superficial, rica em capilares e terminacdes
nervosas, € camada reticular profunda, que € mais espessa e resistente a tracao
(MCGRATH; EADY; POPE, 2004; ITA, 2020; SALAZAR et al., 2022). A camada mais
profunda, a hipoderme, é composta por tecido adiposo organizado em I6bulos separados
por septos fibrosos, atuando como reserva de energia, isolante térmico e amortecedor
mecanico (ITA, 2020; AKAT et al., 2022; LEMOS et al., 2018; PRAJAPATI et al., 2025).

Os anexos cutaneos, como os FPs (Figura 3) e as glandulas sebaceas, formam a
unidade pilossebacea, que se origina da epiderme mas mergulha profundamente na
derme e hipoderme (ITA, 2020; MARTEL et al.,2025; PROST-SQUARCIONI, 2006). O
FP €& um mini-érgdo complexo dividido em trés segmentos: o infundibulo (da superficie



até a glandula sebacea), o istmo (da glandula sebacea até a inser¢cdo do musculo eretor
do pelo) e o segmento inferior, que inclui o bulbo (MARTEL et al.,2025; WELLE, 2023;
LIN; ZHU; HE, 2022). O bulbo contém a matriz capilar, local de altissima atividade mitotica
que envolve a papila dérmica, responsavel por induzir o crescimento do pelo (MARTEL
et al.,2025; WELLE, 2023; YOUSEF et al., 2024).
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Figura 3. Representagédo esquematica e colorida da anatomia do foliculo piloso (FP) humano. A imagem
ilustra a organizagéo estrutural do FP, destacando o infundibulo, o istmo e o segmento inferior, bem como
suas subdivisées funcionais: regido persistente, regido transitoria e bulbo. Sdo evidenciadas estruturas
anexas, como a glandula sebacea, o musculo eretor do pelo e a por¢gdo germinativa, fundamentais para a
ciclagem folicular e o crescimento do fio. A diferenciagdo cromatica facilita a visualizagdo das distintas
regides anatdmicas e celulares envolvidas na dindmica do FP. Adaptado de Barbosa, 2023.

Uma estrutura essencial € a protuberancia (bulge) no istmo, que abriga células-
tronco multipotentes capazes de regenerar o foliculo e a prépria epiderme apos lesdes
(YOUSEF et al., 2024; MARTEL et al.,2025; PROST-SQUARCIONI, 2006; FUCHS,
2007). Alem disso, o FP é considerado um local de privilégio imune, protegendo as
células-tronco de ataques autoimunes (ERDOJGAN, 2017; KABASHIMA et al., 2018) . As
glandulas sebaceas associadas sdo glandulas exocrinas de secregao holdcrina, cujos
sebdcitos se rompem para liberar o sebo (MCGRATH; EADY; POPE, 2004; PROST-
SQUARCIONI, 2006; YOUSEF et al., 2024). O sebo é uma mistura de lipidios como
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esqualeno e ceras que lubrifica o cabelo, contribui para a barreira hidrofobica e possui
propriedades bactericidas (MARTEL et al.,2025; YOUSEF et al., 2024; MOROKI, 2023).

3.2 PERMEACAO DE FARMACOS ATRAVES DA PELE

No contexto da entrega de farmacos, o EC, representa o principal desafio
bioldgico, atuando como a etapa limitante da taxa de permeacéo cutédnea (CHATURVEDI;
GARG, 2021; PHATALE et al., 2022; N'DA, 2014). Para que uma molécula seja
absorvida, ela deve seguir principalmente trés vias (Figura 4): a via transepidérmica
intercelular, a via transepidérmica transcelular ou a via transapendicular (YU et al., 2021;
KOVAGIK; KOPEENA; VAVROVA, 2020; TAPFUMANEY!I et al., 2025).

A via intercelular (ou paracelular) (Figura 4B) € amplamente reconhecida como a
principal rota para a maioria dos farmacos de baixo peso molecular e lipofilicos, ocorrendo
através dos espacgos continuos da matriz lipidica entre os cornedcitos (TIAN et al., 2021;
KOVAGIK; KOPEENA; VAVROVA, 2020; TAPFUMANEY! et al., 2025). Embora esse
caminho seja altamente tortuoso, o que aumenta a distancia real de difusdo em
comparagao com a espessura fisica do EC, ele evita a necessidade de atravessar o
interior densamente compactado das células (KOVAGIK; KOPEENA; VAVROVA, 2020;
TAPFUMANEY!I et al., 2025; LUNTER et al., 2024).

A via transcelular (ou intracelular) (Figura 4A), por sua vez, exige que a molécula
atravesse diretamente os cornedcitos e seus envelopes proteicos altamente reticulados
(KOVAGIK; KOPEENA; VAVROVA, 2020; N'DA, 2014; ROBERTS et al., 2021). Esse
trajeto envolve sucessivas etapas de particdo entre dominios hidrofilicos (queratina
hidratada no interior celular) e dominios lipofilicos (membranas celulares), o que o torna
menos favoravel para a maioria das moléculas, que nao possuem a afinidade equilibrada
necessaria para transitar entre esses ambientes tdo distintos (KOVA(":IK; KOPEENA;
VAVROVA, 2020; N'DA, 2014; ROBERTS et al., 2021).

Complementarmente, a via transapendicular (Figura 4C), também conhecida como
rota de "derivagdo", ocorre através dos apéndices cutaneos, como FPs, gléandulas
sudoriparas e glandulas sebaceas (KOVAZIK; KOPEENA; VAVROVA, 2020; N'DA, 2014;
TAPFUMANEYI et al., 2025). Embora esses anexos ocupem apenas cerca de 0,1% a 1%



da superficie total da pele, eles representam canais cruciais para a entrada de moléculas
grandes, polares ou ions, que encontram extrema resisténcia na matriz lipidica do EC
(RUELA et al., 2016; KOVAGSIK; KOPEENA; VAVROVA, 2020; ROBERTS et al., 2021;
BARTOSOVA,; BAJGAR, 2012).
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Figura 4. Representagdo da penetragcdo de substancias no estrato corneo. (A) Via transcelular; (B)
viaintercelular; (C) via de anexos cutaneos. Fonte: Costa, 2023.

Além de facilitar a passagem imediata, os FPs atuam como reservatorios de
farmacos, criando depdsitos que permitem uma liberagao sustentada para a derme e a
circulagao sistémica subsequente (RAINA et al., 2023; SOUTO et al., 2022; ROBERTS
et al., 202).

Para que a absor¢cdo ocorra de forma eficiente, o farmaco deve possuir uma
propensao adequada para se partilhar nos lipidios intercelulares do EC, sendo
amplamente aceito que o log P ideal para essa transicéo situe-se entre 1 e 3 (YU et al.,
2021; TAPFUMANEYI et al., 2025; BARTOSOVA; BAJGAR, 2012). Além da natureza
fisico-quimica do ativo, a temperatura da pele também exerce influéncia sobre o fluxo,
uma vez que o calor pode aumentar a difusdo e a solubilidade do farmaco no EC, além
de dilatar as vias de penetracdo (TAPFUMANEYI et al., 2025).

No caso de farmacos aplicados em suas formas "livres" ou convencionais, a
permeacéao enfrenta desafios significativos de solubilidade e direcionamento (DEREIAH
et al., 2024). A SPL, por exemplo, € classificada como um farmaco de Nivel I, possuindo
baixa solubilidade aquosa, mas alta permeabilidade intrinseca através de membranas
biolégicas (FERREIRA-NUNES et al., 2021). Em sua forma pura e sem o auxilio de
sistemas de entrega, ela apresenta uma estrutura cristalina e tamanho de particula
relativamente grande, o que resulta em uma baixa taxa de dissolugéo e limita sua

biodisponibilidade em formulag¢des topicas tradicionais (KELIDARI et al., 2015). Estudos
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demonstram que a SPL livre tem dificuldade em atingir as camadas mais profundas
(epiderme viavel e derme) e apresenta uma retencdo cuténea significativamente menor
(cerca de 17% apos 24 horas) em comparagdo com sistemas nanoestruturados,
tendendo a se dispersar preferencialmente em meios oleosos como o sebo (FERREIRA-
NUNES et al., 2021; KELIDARI et al., 201).

De maneira analoga, o MXD é caracterizado como um farmaco do tipo HP-HR
(Alta Permeacéo - Alta Reteng&o), o que sugere uma boa capacidade teorica de absorgéo
(TIAN et al., 2021). No entanto, em solugdes alcodlicas convencionais, sua
permeabilidade através do EC integro é limitada e o ativo carece de um direcionamento
especifico para as unidades pilossebaceas, que s&o seu alvo terapéutico principal (ZHAO
et al., 2025; ROBERTS et al., 2021).

A literatura indica que o comportamento desses farmacos na permeacao cutanea
€ marcado por um desempenho restrito quando em formas livres, mas € drasticamente
otimizado quando associado a nanotecnologia. Sistemas como Nanoparticulas Lipidicas
Solidas (SLNs), cerossomas, etossomas ou PNPs aproveitam as vias intercelular e
transfolicular para aumentar a deposic¢ao tecidual, reduzir efeitos colaterais sistémicos e
concentrar o farmaco no FP de forma mais segura e eficaz (DEREIAH et al., 2024,
CHATURVEDI; GARG, 2021;FERREIRA-NUNES et al., 2021; ZHAO et al., 2025).

3.3 ALOPECIA ANDROGENETICA: FISIOPATOLOGIA E TRATAMENTOS

A AGA, comumente denominada calvicie de padrdo masculino ou feminino, é
reconhecida mundialmente como a forma mais prevalente de perda de cabelo
progressiva (ELGOBASHY et al.,, 2024; KELLY et al., 2016; IYENGAR; LI, 2025).
Conceitualmente, trata-se de uma desordem n&o cicatricial, o que significa que o FP ndo
€ destruido permanentemente, mas sofre um processo de miniaturizagdo progressiva
(ELGOBASHY et al., 2024; WILLEMS et al., 2021; CHAVES et al., 2021). Esse fendbmeno
resulta na transformagao de fios terminais (longos, grossos e pigmentados) em fios velo
(curtos, finos e hipopigmentados), que muitas vezes perdem a capacidade de penetrar a
superficie da pele (ELGOBASHY et al., 2024;WILLEMS et al., 2021; CHAVES et al., 2021;
GUPTA et al., 2025).
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A fisiopatologia da AGA €& um processo multifatorial complexo que envolve a
interacdo entre predisposicdo genética, hormdnios e o microambiente folicular
(ELGOBASHY et al., 2024; MCELWEE et al., 2025; KIDANGAZHIATHMANA et al., 2022).
O mediador central € a DHT, um metabdlito da testosterona convertido pela enzima 5a-
redutase (principalmente a do tipo Il presente no foliculo) (Figura 5), que possui uma
afinidade dez vezes maior pelos receptores androgénicos (RA) do que a prépria
testosterona (ELGOBASHY et al., 2024; NTSHINGILA et al., 2023; XIAO et al., 2025;
ROSSI et al., 2016; KIDANGAZHIATHMANA et al., 2022). Em individuos geneticamente
predispostos, os foliculos das areas sensiveis apresentam maior abundancia de
receptores androgénicos e maior atividade enzimatica, fenbmeno conhecido como
"paradoxo androgénico", pois enquanto os androgenos estimulam o crescimento de pelos
terminais no corpo e barba, provocam a regresséo dos fios no couro cabeludo (WILLEMS
et al., 2021; PREMANAND et al., 2018; XIAO et al., 2025; KIDANGAZHIATHMANA et al.,
2022).

NADPH NADP+

S\/j/J\ :\/\/l\\
\

3 N oy — f
~L AN
NF ~ di-hidrotestosterona (DHT)

Testosterona 5a-redutase 2

Y

Figura 5. Sintese da di-hidrotestosterona (DHT) pela 5a-redutase na AGA. A 5a-redutase sintetiza DHT
convertendo a testosterona na presenga de NADPH em DHT. Fonte: Ntshingila et al., 2023.

A patogénese € marcada por dois eventos principais: a miniaturizagdo progressiva
do foliculo e alteragdes na dinédmica do ciclo capilar (Figura 6) (ELGOBASHY et al., 2024;
XIAO et al., 2025; KIDANGAZHIATHMANA et al., 2022). Esse ciclo normalmente é
composto pelas fases anagena (crescimento ativo), catagena (regressdo mediada por
apoptose) e telégena (repouso), seguidas pela fase exdgena, na qual ocorre a eliminagao
do fio antigo (MCGRATH; EADY; POPE, 2004; MARTEL et al., 2025; LIN; ZHU; HE,
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2022). A fase anagena, que no couro cabeludo humano apresenta duracéo aproximada
de 2 a 8 anos e compreende cerca de 85% a 95% dos foliculos pilosos em um dado
momento, € caracterizada pela expansao do foliculo e pela produgao continua da fibra
capilar (ERDOGAN, 2017; WELLE, 2023; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021).

bbb

FASE ANAGENA FASE CATAGENA  FASE TELOGENA  FASE EXOGENA  INICIO DA FASE
(Crescimento) (Transicao) (Descanso) (Queda) ANAGENA
2-8 anos 2-3 semanas *~3 meses

Figura 6. Esquema ilustrando as fases anagena, catagena, telégena e exdgena do ciclo capilar que
regulam o crescimento, regressao, repouso e queda do fio de cabelo ao longo do tempo. Adaptado de
Citera, 2026.

Trata-se do periodo de crescimento ativo, marcado por intensa proliferacao celular,
no qual as células da matriz capilar localizadas no bulbo exibem uma das mais elevadas
taxas mitdticas do organismo, sendo responsaveis pela formagéo da haste do pelo e da
bainha radicular interna. Durante a anagena, subdividida em seis estagios (I a VI), o FP
se estende profundamente em direcdo a derme ou a hipoderme, ocorre a mobilizagao
das células-tronco localizadas no bulge (protuberancia) e os melandcitos iniciam a
pigmentagéo ativa do fio capilar (ERDOGAN, 2017; MARTEL et al., 2025; LIN; ZHU; HE,
2022).

Ao final do crescimento, o foliculo entra na fase catagena, um periodo de transigao
e regressao extremamente controlado que dura cerca de 2 a 3 semanas, afetando apenas
aproximadamente 1% dos fios (ERDOJAN, 2017; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021) .
Durante a catagena, a atividade mit6tica da matriz é interrompida e a parte inferior do
foliculo sofre apoptose (morte celular programada), reduzindo-se a um fino cordao
epitelial (ERDOgAN, 2017; MARTEL et al.,2025; WELLE, 2023). Esse processo empurra
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a papila dérmica para cima, em dire¢ao ao bulge, enquanto a base do pelo se queratiniza
para formar o pelo em clava (club hair), que possui uma raiz branca e endurecida
(MARTEL et al.,2025; ERDOgAN, 2017; LIN; ZHU; HE, 2022)

A fase telégena corresponde ao estagio de repouso absoluto do ciclo capilar, no
qual o FP permanece quiescente por aproximadamente trés meses (ou cerca de 100
dias) (ERDOGAN, 2017; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021; MARTEL et al., 2025).
Estima-se que entre 5% e 15% dos fios do couro cabeludo encontram-se nessa etapa,
caracterizada pela presenca do pelo em clava totalmente formado, porém sem
crescimento ativo (ERDOGAN, 2017; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2021; MARTEL et al.,
2025).

A concluséo do ciclo ocorre com a fase exdgena, na qual o fio antigo é ativamente
eliminado, possibilitando o inicio de um novo ciclo de crescimento (MARTEL et al., 2025;
ERDOGAN, 2017). Além disso, descreve-se a fase kendgena, um intervalo no qual o
foliculo permanece vazio apds a queda do fio telogeno, antes que uma nova fase
anagena seja desencadeada por sinais ativadores (ERDOGAN, 2017; WELLE, 2023).

Na AGA, ocorre um encurtamento da fase anagena e um prolongamento das fases
telégena e quendgena (Figura 7) resultando em fios que se tornam t&o curtos que muitas
vezes nao chegam a penetrar a superficie da epiderme (XIAO et al., 2025; ELGOBASHY
et al., 2024; IYENGAR; LI, 2025; KIDANGAZHIATHMANA et al., 2022; KATZER et al.,
2019). No nivel molecular, a ativagao dos receptores androgénicos inibe vias essenciais
para a regeneragao capilar, como a sinalizagdo Wnt/B-catenina (Figura 8), e estimula a
secrecao de fatores inibitérios como a DKK-1, a prostaglandina D2 (PGD2) e a IL-6, que
promovem a apoptose de queratindcitos e a inflamagédo (PREMANAND et al., 2018; XIAO
et al., 2025; SHI et al., 2025; BELLANI et al., 2025). Além disso, a presenca de
microinflamacao perifolicular e estresse oxidativo contribui para a fibrose do tecido ao
redor do bulbo, o que pode tornar a perda capilar irreversivel em estagios avangados se
houver a perda de conexdao com o musculo eretor do pelo (KASH et al., 2021;XIAO et al.,
2025; SHI et al., 2025).
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Figura 7. Efeito mediado por andrégenos no ciclo de crescimento capilar levando a AGA: a ativagéo
excessiva do receptor androgénico (RA) resulta na miniaturizagdo dos foliculos, com encurtamento da fase
anagena do ciclo capilar. As hastes capilares tornam-se mais finas e mais curtas e podem nao penetrar a
epiderme. Adaptado de Ntshingila et al., 2023.
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Figura 8. Modulagdo androgénica da sinalizagdo Wnt/B-catenina nas PCs e seu efeito no crescimento
capilar. A linha tracejada verde representa a sinalizagao Wnt/B-catenina normalmente ativada nas PCs e
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as interagbes subsequentes entre o epitélio e 0 mesénquima, que levam a regeneracgao do cabelo durante
o ciclo capilar. A linha continua vermelha indica o dialogo molecular (cross-talk) entre a sinalizagdo
androgénica e a via Wnt/B-catenina nas DPCs sensiveis a andrégenosdo couro cabeludo calvo. O
complexo ligante androgénico—receptor androgénico (DHT-RA) inibe a desfosforilagdo da GSK-3p,
resultando na degradagao da f3-catenina, e regula positivamente fatores paracrinos como TGF-1, IL-6 e
DKK1, enquanto regula negativamente agonistas de Wnt, como Wnt10b. DKK1 & um inibidor natural da via
Whnt e bloqueia a ligagdo do Wnt ao receptor Frizzled. CXXC5, um regulador negativo da via Wnt, também
encontra-se elevado nas PCs do couro cabeludo calvo, o que interrompe a ligagdo de Dvl ao receptor
Frizzled. PC, célula da papila dérmica; HFSC, célula-tronco do foliculo piloso (FP); KC, queratinécito; FB,
fibroblastos; DHT, di-hidrotestosterona; RA, receptor androgénico; GSK-3, glicogénio sintase quinase-3p;
TGF-B1, fator de crescimento transformador-f1; IL-6, interleucina-6; DKK1, proteina 1 relacionada a
Dickkopf; Dvl, Disheveled; CXXC5, proteina 5 do tipo dedo de zinco CXXC. Fonte: Premanand et al., 2018.

Os impactos clinicos e psicossociais da AGA séo profundos, uma vez que o cabelo
esta intrinsecamente ligado a identidade, autopercepgao de beleza, vigor e juventude
(YENGAR; LI, 2025; ELGOBASHY et al., 2024; XIAO et al., 2025; CARVALHO et al.,
2025). Pacientes frequentemente relatam baixa autoestima, ansiedade, depresséo e
sofrimento emocional, sentindo-se socialmente menos atraentes ou percebidos como
mais velhos, o que pode levar ao retraimento social e afetar negativamente o
desempenho profissional (ELGOBASHY et al., 2024; XIAO et al., 2025; CARVALHO et
al., 2025). Além do fardo psicolégico, a AGA tem sido associada a diversas comorbidades
sistémicas, incluindo sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares, resisténcia a
insulina e maior risco de cancer de prostata em homens, sugerindo que a perda de cabelo
pode ser um sinal precoce de desordens endocrinas e metabdlicas subjacentes
(ELGOBASHY et al., 2024; ELLIS et al., 2002; CHEN et al., 2022; XIAO et al., 2025;
DURAN et al., 2024)

Atualmente, os tratamentos convencionais aprovados e amplamente utilizados
visam estabilizar a queda e promover o repovoamento parcial (ELGOBASHY et al., 2024;
KELLY et al., 2016; ROSENTHAL et al., 2024; SHI et al., 2025). O MXD tépico (2% ou
5%) é a primeira linha de tratamento para ambos os sexos, atuando como um
vasodilatador e abridor de canais de potassio que aumenta o fluxo sanguineo folicular e
prolonga a fase anagena (SHI et al., 2025; ELGOBASHY et al., 2024; STRADCZUK et
al., 2024; SAND et al.,, 2023). A Finasterida oral (1 mg/dia), aprovada apenas para
homens, € um inibidor seletivo da 5a-redutase tipo Il que reduz significativamente os
niveis de DHT no couro cabeludo, embora apresente risco de efeitos colaterais sexuais
como disfungao erétil e diminuigao da libido (ENGLISH et al., 2018; IYENGAR; LI, 2025;

15



LAMA et al., 2024; GUO et al., 2025). A dutasterida, embora usada off-label na maioria
dos paises, inibe as isoenzimas tipo | e Il e tem demonstrado eficacia superior a
finasterida em termos de densidade capilar (LAMA et al., 2024; POZO-PEREZ et al.,
2024; STRADCZUK et al., 2024; KINOSHITA-ISE et al., 2023). Para mulheres, terapias
hormonais com antiandrégenoscomo como a SPL e o acetato de ciproterona s&o opgdes
frequentes para bloquear receptores hormonais (WILLEMS et al., 2021; ONG et al., 2025;
STRADCZUK et al., 2024; MCELWEE et al., 2025).

Terapias complementares incluem a terapia a laser de baixa intensidade, que
utiliza a fotobiomodulagéo para estimular o metabolismo mitocondrial, o plasma rico em
plaquetas, que libera fatores de crescimento para revitalizar os foliculos, e o
microagulhamento, que potencializa a absor¢gdo de medicamentos e ativa processos
cicatriciais regenerativos (STRADCZUK et al., 2024; CHAVES et al., 2021; LAMA et al.,
2024; CARVALHO et al., 2025;). Em casos refratarios, o transplante capilar surge como
a opgao cirurgica definitiva, redistribuindo foliculos de areas doadoras resistentes a agao
hormonal para as areas calvas (CHAVES et al., 2021).

3.4 MINOXIDIL

O MXD é um farmaco cuja estrutura quimica fundamental € CoH15N50 e cujo nome
quimico é 6-(piperidin-1-il)pirimidina-2,4-diamina 3-6xido (PUBCHEM, 2026). A molécula
de MXD (Figura 9) possui uma estrutura quimica razoavelmente rigida e é caracterizada
pela presenca de multiplos grupos funcionais que participam de ligagbes de hidrogénio
(MA et al., 2024). Quanto as caracteristicas fisico-quimicas da molécula de MXD tem-se
que o seu peso molecular é 209,25 g/mol, Log P = 1,2, possui baixa solubilidade em agua
(=2,2 mg/mL), porém sua solubilidade é maior em solventes organicos polares, como
etanol, metanol e propilenoglicol (MIRZAEEI et al., 2018; KOUHKAN et al.,, 2022;
PUBCHEM, 2025; DRUGBANK, 2025).
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Figura 9. Estrutura quimica do Minoxidil (MXD). Fonte: Drugbank.com

O MXD, foi primeiramente aprovado pela FDA em 1979 para o tratamento da
hipertensdo refrataria grave (VANO-GALVAN et al., 2021; GUPTA et al., 2021; A
MOHAMAD et al., 2023). A sua posterior e transformadora aplicagdo na dermatologia,
para o tratamento de desordens capilares, decorreu da observacgao acidental de um efeito
colateral da formulagdo oral: a hipertricose (crescimento excessivo de pelos) (A
MOHAMAD et al., 2023). Quimicamente, o MXD é um pro-farmaco (MATOS et al., 2023)
que requer ativagao metabolica pela enzima sulfotransferase para ser convertido em sua
forma biologicamente ativa, o MXD sulfato (Figura 10) (OLIVEIRA et al., 2022; PEREIRA
et al. 2017; XIAO et al., 2024). O principal mecanismo de agdo do MXD sulfato (Figura
11) é atuar como um abridor dos canais de potassio sensiveis a ATP (K
ATP)(RANDOLPH et al., 2021; MAQOUD et al., 2020; SANTANA, 2025), o que resulta
em vasodilatagao (A MOHAMAD et al., 2023; SINCLAIR, 2021; SANTANA, 2025) e isso
leva a um aumento no suprimento de nutrientes e de sangue rico em oxigénio para os
FPs (GUPTA et al., 2021). O MXD também atua liberando fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGF) nas células da papila dérmica e ativando a via de sinalizagao
relacionada ao VEGF e a B-catenina. A 3-catenina, acumulada no citoplasma pela via
Wingless—Int (Wnt), atua como um fator de transcrigdo e desempenha um papel na
regeneracao do FP e no prolongamento da fase anagena (crescimento) do ciclo capilar
(SANTANA, 2025; GUPTA et al., 2021; CHOI et al., 2018). Além disso, outras hipoteses

da atuacdo do MXD incluem uma acéao anti-inflamatdéria auxiliando no crescimento capilar
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ao reduzir a microinflamacéao perifolicular e possivelmente até mesmo suprimir funcdes
relacionadas ao receptor androgénico (RA) (SANTANA, 2025; GUPTA et al., 2021).
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Figura 10. Reacdo de ativagao do minoxidil (MXD) para MXD sulfato pela MXD sulfotransferase analitico.
SULT1A1:sulfotransferase 1A1; PAP: 3'-fosfoadenosina-5'-fosfato; PAPS: 3'-fosfoadenosina-5'-fosfato de

sulfato. Adaptado de Alhetheli et al., 2023.
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Figura 11. Mecanismo de agdo do minoxidil (MXD): atua por multiplas vias. K: potassio; IL: interleucina;
Ca: calcio; O,: oxigénio; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; Wnt: wingless-related integration
site; B-cat: beta-catenina; 50-R: 5 alfa-redutase; DHT: di-hidrotestosterona; AR: receptor de androgénio.

Adaptado de Gupta et al., 2021.
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Historicamente o MXD é utilizado como solugéo topica (RANDOLPH et al., 2021;
(BENCHEKROUN et al., 2025), entretanto o uso off-label do MXD oral de baixa dose tem
ganhado grande interesse, apresentando-se como uma alternativa para pacientes com
baixa aderéncia as formulacdes tépicas, que podem causar prurido, escamagao e,
frequentemente, dermatite de contato alérgica associada ao excipiente propilenoglicol
(RANDOLPH et al., 2021; VILLANI et al., 2021; JUNGE et al., 2025; PEREIRA et al.
2017).

Apesar da eficacia, o MXD oral de baixa dose apresenta riscos e efeitos adversos
especificos. O efeito colateral sistémico mais comum é a hipertricose facial, observada
em locais como o rosto e membros, com taxas chegando a 93% em alguns estudos com
doses de 5mg por dia (VANO-GALVAN et al., 2021; STOEHR et al., 2019; VILLANI et al.,
2021; LIU et al., 2025; WILLIAMS; OLUKOGA; TOSTI, 2024). Outros efeitos sistémicos
incluem edema periférico, tonturas, e palpitacdes (VANO-GALVAN et al., 2021; VILLANI
et al., 2021).

Devido a essas limitagbes, a otimizagdo da entrega do MXD & um foco central na
farmacotécnica, buscando superar a barreira do EC (ZHAO et al, 2025). A
nanotecnologia, por meio de PNPs, emerge como uma alternativa promissora para
otimizar a entrega do MXD, representando avangos continuos nas formulagdes com esse
farmaco. A nanoencapsulagdo polimérica promove vantagens significativas no
tratamento com MXD, pois as nanoparticulas sdo projetadas para facilitar a liberagéao
controlada, prolongando os efeitos do farmaco e otimizando a entrega aos foliculos
pilosos. Tais sistemas personalizados visam efetivamente as areas especificas,
minimizando a absorgdo sistémica e os efeitos colaterais associados as vias de
apresentacao convencionais (A MOHAMAD et al., 2023; HUSSEIN et al., 2024).

3.5 ESPIRONOLACTONA

A SPL é um farmaco esteroide sintético desenvolvido na década de 1950 a partir
da observagao experimental de que a progesterona atuava como um agente natriurético

em caes. Langcada no mercado em 1960 sob o nome comercial Aldactone, ela foi o
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primeiro antagonista de mineralocorticoide a ser comercializado, apds ser sintetizada a
partir do analogo SC-5233 com adi¢des quimicas para aumentar sua poténcia e
biodisponibilidade oral (KHAN, 2021; GABBARD; HOOPES; KEMP, 2020; MEDINA;
CAZARIN; MAGANA, 2022).

Trata-se de um pro-farmaco lipofilico que, apds a ingestdo, € rapidamente
metabolizado no figado em metabdlitos ativos, sendo os principais a canrenona e a 7a-
tiometilespironolactona, que possuem meias-vidas significativamente mais longas (cerca
de 13 a 16 horas) e medem a maior parte de seus efeitos bioldgicos (KHAN, 2021;
BEREDA, 2022; VERBRUGGE; DAMMAN, 2020). Além disso, a biotransformagdo em
metabdlitos ativos como a canrenona ocorre diretamente no tecido cutaneo por meio de
enzimas locais, como as esterases, permitindo que o farmaco atinja o alvo folicular em
concentragdes terapéuticas sem depender necessariamente do metabolismo hepatico
(DAHMANA et al., 2021).

Quimicamente, ela & descrita como 7a-acetiltio-3-oxo-17a-pregn-4-eno-21,17-
carbolactona, possuindo um nucleo esteroide basico de quatro anéis com uma fungao y-
lactona no carbono C17 (Figura 12) (MAZUR, 2024; PIPONSKI et al., 2023; JIA et al.,
2021). Quanto as caracteristicas fisico-quimicas da molécula de SPL tem-se que o seu
peso molecular é 416,6 g/mol, Log P = 2,78, possui solubilidade em agua muito pobre
(=0.00198 mg/mL), refletindo sua natureza altamente hidrofébica ( JIA et al., 2021; KHAN,
2021; SHAMMA; ABURAHMA, 2014; PUBCHEM, 2025; DRUGBANK, 2025).

Espironolactona

Figura 12. Estrutura quimica da Espironolactona (SPL). Fonte: Drugbank.com
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As indicagdes classicas e aprovadas pelo FDA da SPL incluem o tratamento da
hipertensdo arterial (essencial e resistente), do hiperaldosteronismo primario e de
condigdes edematosas associadas a insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica
com ascite e sindrome nefrética (KHAN, 2021; DEREIAH et al., 2024; BEREDA, 2022;
PIPONSKI et al., 2023; LORIGO; AMARO; CAIRRAO, 2024; MORGADO-CARRASCO,
2020; UCER et al., 2025). Essas indicagdes clinicas decorrem principalmente de seu
mecanismo de agdo como antagonista competitivo do receptor mineralocorticoide nos
tubulos distais e coletores renais, onde bloqueia os efeitos da aldosterona, reduzindo a
expressao de canais de sodio epiteliais e da bomba Na*/K*-ATPase, promovendo a
excrecdo de sodio e agua com retengcao de potassio (KHAN, 2021; BEREDA, 2022;
MEDINA; CAZARIN; MAGANA, 2022; VERBRUGGE; DAMMAN, 2020).

Na cardiologia, a SPL desempenha papel central no manejo da insuficiéncia
cardiaca com fragdo de ejecdo reduzida, com impacto na redugdo de mortalidade e
hospitalizagdes, além de beneficios emergentes em pacientes com fragdo de ejegéo
preservada (BEREDA, 2022; EWORUKE et al., 2022; GABBARD; HOOPES; KEMP,
2020; GAJKIEWICZ et al., 2024; MAHARJAN et al., 2025), contexto no qual o bloqueio
do receptor mineralocorticoide no miocardio e no sistema cardiovascular atenua
processos de remodelamento, fibrose e retengao hidrica mediados pela aldosterona
(KHAN, 2021; BEREDA, 2022; VERBRUGGE; DAMMAN, 2020).

A literatura mais recente tem ampliado as aplicacbes da SPL para além do uso
cardiovascular (Figura 13). Em condigbes androgenodependentes, como a acne
feminina, a SPL tem sido utilizada como alternativa aos antibiéticos, reduzindo a
producdo de sebo e o numero de lesdes inflamatdérias por meio de seu efeito
antiandrogénico, exercido pela competicdo com a DHT pelos receptores androgénicos
(RA) nas glandulas sebaceas, bem como pela inibicdo da biossintese de androgenos via
reducdo da atividade de enzimas do citocromo P450 e pelo aumento dos niveis da
globulina ligadora de hormdénios sexuais , com consequente diminuigdo da testosterona
livre circulante (CORVOL et al., 1975; SHAPIRO; EVRON, 1980; SHAMMA; ABURAHMA,
2014; GABBARD; HOOPES; KEMP, 2020; GAJKIEWICZ et al., 2024; MORGADO-
CARRASCO, 2020).
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Nesse mesmo contexto de doengas androgenodependentes, a AGA feminina tem
sido tratada com SPL em doses orais de 100—200 mg/dia, apresentando eficacia na
interrupcéo da progressao da queda capilar e no estimulo ao crescimento dos fios, efeito
atribuido ao seu potente efeito antiandrogénico decorrente da competicdo com a DHT
pelos RA nos foliculos pilosos, associado a redugao da biossintese de androgenos e ao
aumento da SHBG, com consequente diminui¢ado da testosterona livre no soro (MEDINA;
CAZARIN; MAGANA, 2022; SAYED et al., 2025; ALEISSA, 2023; WANG et al., 2023).

Testosterona

RCUISIEN Aldosterona

i Receptor " Receptor
Mineralocorticoide Androgénico

(o0 ls[[o-ed  Insuficiéncia Ascite devida  Acne Hirsutismo
L— Cardiaca a cirrose Queda de cabelo

Figura 13. Alvos tradicionais da espironolactona (SPL). A SPL antagoniza as a¢des da aldosterona e da
testosterona sobre seus respectivos receptores-alvo, o receptor mineralocorticoide e o receptor
androgénico (RA). A inibicdo desses receptores € utilizada no tratamento das condi¢des clinicas indicadas.
Adaptado de Gabbard; Hoopes; Kemp, 2020.

Os efeitos adversos da SPL sdo dependentes da dose e do género, sendo
geralmente bem tolerados em mulheres, onde a irregularidade menstrual (15%-30%) é a
queixa mais comum devido as suas propriedades progestacionais e antiandrogénicas
(WANG; LIPNER, 2020; MORGADO-CARRASCO, 2020; MEDINA; CAZARIN; MAGANA,
2022). Outros efeitos incluem sensibilidade ou aumento mamario, tontura, dor de cabeca,
poliiria e fadiga (WANG; LIPNER, 2020; MORGADO-CARRASCO, 2020; SHAPIRO;
EVRON, 1980). Em homens, o uso é limitado pelo risco de ginecomastia, impoténcia e
perda de libido (KHAN, 2021; BEREDA, 2022; MEDINA; CAZARIN; MAGANA, 2022;
LORIGO; AMARO; CAIRRAO, 2024). O risco de hipercalemia (excesso de potassio) &
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uma preocupacéo clinica importante, mas estudos demonstram que ele € extremamente
baixo em mulheres saudaveis com menos de 45 anos, tornando o monitoramento
rotineiro de laboratorio muitas vezes desnecessario nessa faixa etaria (WANG; LIPNER,
2020). Atualmente, o farmaco € apresentado em comprimidos de 25 mg a 100 mg, mas
existem formulagdes em suspensao oral liquida para pacientes com dificuldade de
degluticdo e pesquisas avangadas em formulagdes tépicas, como géis (1% a 5%) e
cremes, para minimizar a absorgao sistémica (ABDEL-RAQOUF et al., 2020; BEREDA,
2022; SAYED et al., 2025; MEDINA; CAZARIN; MAGANA, 2022; WANG et al., 2023).

A necessidade de contornar esses eventos adversos, associada as limitacbes
farmacotécnicas da SPL, como a baixa solubilidade aquosa e a reduzida
biodisponibilidade decorrentes de sua natureza hidrofobica, tem impulsionado o
desenvolvimento de formulagdes topicas e nanotecnoldgicas com SPL (DEREIAH et al.,
2024; SHAMMA; ABURAHMA, 2014; LORIGO; AMARO; CAIRRAO, 2024). A entrega
topica é particularmente atraente para o tratamento de condi¢gbes hiperandrogénicas
localizadas, como acne, AGA e hirsutismo, pois permite que o farmaco penetre no EC e
alcance as unidades pilossebaceas e glandulas sudoriparas, onde os receptores
mineralocorticoides e androgénicos s&o expressos, evitando o metabolismo de primeira
passagem e flutuagdes na concentragdo sanguinea (DEREIAH et al., 2024; SAYED et
al., 2025; HASSAN et al., 2025; SHAMMA; ABURAHMA, 2014; WANG et al., 2023).

No entanto, a eficacia limitada dessas apresentagcdes em penetrar profundamente
na pele motivou, a partir de 2014, um crescimento significativo na pesquisa de
nanocarreadores, incluindo nanoparticulas lipidicas, vesiculares e poliméricas (DEREIAH
et al., 2024). No campo das PNPs, o uso de polimeros biodegradaveis como a poli-¢-
caprolactona (PCL) e o copolimero de acido metacrilico (EL100) tem se mostrado eficaz
para o direcionamento folicular, destacando-se como carreadores promissores para o
tratamento da acne e alopecia ((DEREIAH et al., 2024).

3.6 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As PNPs sdo conceituadas como particulas coloidais solidas compostas por

materiais macromoleculares, apresentando dimensdes que variam tipicamente entre 1 e
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1000 nm. No entanto, a literatura destaca com maior frequéncia a faixa de 100 a 500 nm
como a mais adequada para aplicagdes farmacéuticas, uma vez que esse intervalo
contribui para evitar a depuragéo rapida e favorece a travessia de barreiras biolégicas
(Kumar; Singh; Kaur, 2025; Gagliardi et al., 2021; Bhardwaj; Jangde, 2023; Deng et al.,
2020). Essas estruturas sao fundamentais no campo da nanotecnologia por permitirem
que farmacos sejam dissolvidos, aprisionados, encapsulados ou adsorvidos em sua
matriz polimérica, ampliando as possibilidades terapéuticas desses sistemas (Kumar;
Singh; Kaur, 2025; Idrees et al., 2020; Gillella et al., 2024; Zielinska et al., 2020).

As vantagens do uso de PNPs incluem a protecédo de farmacos instaveis contra a
degradagcdo enzimatica e ambiental, a melhoria da solubilidade de compostos
hidrofébicos e 0 aumento da biodisponibilidade através de uma liberagdo controlada e
sustentada, o que reduz a toxicidade sistémica e a frequéncia de dosagem, além de
possibilitar o direcionamento (targeting) para tecidos ou células especificas por meio de
funcionalizagédo de superficie (KUMAR; SINGH; KAUR, 2025; BHARDWAJ; JANGDE,
2023 GILLELLA et al., 2024; BEGINES et al., 2020; EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Os polimeros constituem a estrutura fundamental das PNPs, servindo como
matrizes ou cascas protetoras que permitem o transporte e a liberagao controlada de
farmacos no organismo (KUMAR; SINGH; KAUR, 2025;ELMOWAFY et al., 2023; SUR et
al., 2019). A série Eudragit® representa uma classe de polimeros sintéticos baseados em
copolimeros de acrilato e metacrilato amplamente utilizados por sua biocompatibilidade
e versatilidade i6nica (DENG et al., 2020). O Eudragit L100 (L100), por exemplo, é um
polimero aniénico sensivel ao pH, frequentemente empregado em sistemas de liberagéo
direcionada ao coélon ou para protecédo entérica, enquanto o Eudragit E100 (E100) e
outros da série, como o0 RS100, sdo valorizados pela capacidade de modificar o perfil de
liberacdo e interagir com membranas biolégicas (DENG et al., 2020; KUMAR; SINGH;
KAUR, 2025; ZIELINSKA et al., 2020).

Surfactantes nao ibnicos como o alcool polivinilico (PVA) e o Tween 80 sé&o
considerados padrdo na estabilizacdo de PNPs, por conferirem reducdo da tensao
interfacial e estabilizac&o estérica com boa biocompatibilidade, permitindo ainda controlar
o tamanho e a distribuicdo de tamanho das particulas (CORTES et al., 2021). O PVA

também tem sido selecionado, em estudos de desenvolvimento de nanoparticulas

24



pH-responsivas com outros Eudragit (como S100 e RLPO), como um dos surfactantes de
melhor desempenho em termos de tamanho de particula, PDI, EE e estabilidade de
suspensao, reforcando seu papel como excipiente de referéncia nesse tipo de sistema
(HAJBA-HORVATH et al., 2021; ULLAH et al., 2022).

Em formulagcbes de nanoparticulas de L100 para encapsular farmacos pouco
soluveis, Tween 80 foi identificado como o surfactante com melhor capacidade de
estabilizagcdo, com concentragéo critica em torno de 0,25%, permitindo obter particulas
com tamanho nanométrico e elevada EE (TORRES-FLORES; NAZENDE; EMRE, 2019).

O desempenho biolégico dessas particulas € fortemente influenciado por suas
propriedades fisico-quimicas, onde o tamanho da particula determina o mecanismo de
captacéo celular (endocitose para particulas menores que 100 nm e fagocitose para as
maiores) e o tempo de circulagdo no sangue, evitando a filtragdo renal (GAGLIARDI et
al., 2021; FLOYD; GURNANI; RHO, 2025; ELMOWAFY et al., 2023; BANIK; FATTAHI;
BROWN, 2015).

A estabilidade coloidal desses nanossistemas esta diretamente relacionada ao
potencial zeta, que corresponde ao potencial elétrico na superficie de cisalhamento
hidrodinamico da dupla camada elétrica que envolve a particula. Esse parametro reflete
o potencial na interface em que o fluido adjacente deixa de se deslocar conjuntamente
com a particula durante fendbmenos eletrocinéticos, como a eletroforese. Valores de
potencial zeta com elevado modulo estdo, em geral, associados a uma forte repulséo
eletrostatica entre particulas e, consequentemente, a uma maior estabilidade coloidal
(SABBAH et al., 2016). Além disso, a morfologia e a forma das particulas (esferas,
bastdes ou elipses) afetam a adesado celular e o transporte através de tecidos
(GAGLIARDI et al., 2021; BANIK; FATTAHI; BROWN, 2015).

Para a obtencdo desses sistemas, diversas técnicas de preparo sdo empregadas,
como a nanoprecipitacdo (ou deslocamento de solvente) (Figura 14), que é um método
simples e rapido baseado na deposicao interfacial de um polimero pré-formado apds a
difusdo de um solvente organico miscivel em uma fase aquosa (KUMAR; SINGH; KAUR,
2025; ZIELINSKA et al., 2020; BANIK; FATTAHI; BROWN, 2015). Para preparar as PNPs
por essa técnica uma fase organica composta pelo polimero e por um solvente organico

€ introduzida na fase aquosa, a qual pode conter um estabilizante, como um surfactante.
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A adigao gota a gota da fase orgénica a fase aquosa, sob agitagcdo moderada, resulta na
formagdo de nanoparticulas. Solventes orgénicos de facil evaporagdo, como etanol,
metanol, acetona, hexano ou cloreto de metileno, devem ser escolhidos como solventes
do polimero (PULINGAM et al., 2022). Ap6s a mistura das fases, a amostra deve ser
levada a rotaevaporacdo para remocado do solvente e a obtencdo da suspensio de
nanoparticulas (RIVAS et al., 2017).

polimero
solvente

farmaco

fase aquosa

surfactante

evaporacdo do solvente organico

recipitacdo
P P ¢ e éxcesso de aguia

nanocapsulas ou
nanoesferas

Figura 14. Preparacao de nanoparticulas poliméricas (PNPs) por nanoprecipitagao. Adaptado de Guterres;
Alves; Pohlmann, 2007 com auxilio de ferramenta de inteligéncia artificial (IA) (ChatGPT, OpenAl).

Outros métodos convencionais incluem a evaporag¢ao do solvente, baseada na
formagao de emulsdes simples ou duplas seguida da remogéo do solvente volatil, e o
meétodo de salting-out que separa um solvente hidromiscivel da agua através de um efeito
de eletrolitos (KUMAR; SINGH; KAUR, 2025; GAGLIARDI et al., 2021; ZIELINSKA et al.,
2020). Técnicas como a dialise, que permite a formacdo de particulas pequenas e
homogéneas através de uma barreira semipermeavel, e a gelificagdo idnica, utilizada
principalmente para polimeros hidrofilicos como a quitosana através de interagdes
eletrostaticas com contra-ions, também sao amplamente descritas (KUMAR; SINGH;
KAUR, 2025; CASTRO; COSTA; CAMPOS, 2020; BEACH et al., 2024; SUR et al., 2019).

A caracterizagcdo detalhada das PNPs €& essencial e envolve o uso de
espalhamento de luz dindmico (DLS) para medir o tamanho hidrodinamico e o PDI, além
de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmissao (MET/TEM) para avaliar a
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morfologia superficial e a estrutura interna (GAGLIARDI et al., 2021; KUMAR; SINGH,;
KAUR, 2025; ZIELINSKA et al., 2020). As propriedades térmicas e a estabilidade do
estado cristalino do farmaco sdo analisadas por calorimetria exploratéria de varredura
(DSC) e analise termogravimétrica (TGA), enquanto a composicdo quimica e as
interagdes moleculares sdo confirmadas por espectroscopia no infravermelho (FTIR) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (GESZKE-MORITZ; MORITZ, 2024; GILLELLA et
al., 2024; ZIELInSKA et al., 2020; SILVA et al., 2015 ). A EE e o carregamento de farmaco
(DL) sédo determinados para garantir a eficacia terapéutica do sistema (BARROS et al.,
2024 ;ZIELIASKA et al., 2020; ABDEL-RASHID et al., 2022). Apesar dos avangos
significativos, as PNPs enfrentam lacunas no conhecimento que justificam a realizagéo
de novos estudos, especialmente no que tange a aplicagdo cutanea e ao tratamento de
doengas foliculares como a alopecia e a acne (MATOS et al., 2023; FERREIRA-NUNES
et al., 2021)

Embora seja reconhecido que PNPs podem formar reservatorios cutaneos e se
acumular preferencialmente nos FPs, promovendo uma liberacdo prolongada de
farmacos, ainda ha uma caréncia de estudos que avaliem de forma isolada o efeito do
tamanho de particula na permeacéao cutanea e no direcionamento folicular. Em especial,
observa-se a auséncia de investigagdes que utilizem o mesmo polimero e o mesmo
farmaco, controlando rigorosamente essa variavel (FERREIRA-NUNES et al., 2021,
SALEEM et al., 2022; ELMOWAFY et al., 2023). Dessa forma, torna-se necessaria a
identificacdo da faixa de tamanho ideal capaz de otimizar o transporte de ativos para as
unidades pilossebaceas, contribuindo para o desenvolvimento de terapias
dermatoldégicas mais eficazes e seguras (FERREIRA-NUNES et al., 2021; SALEEM et
al., 2022; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

3.7 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

O ML é um subcampo fundamental da inteligéncia artificial (IA) que permite que
sistemas computacionais aprendam a partir de dados e aprimorem seu desempenho ao
longo do tempo, sem a necessidade de serem explicitamente programados para cada
tarefa especifica (KAPOOR et al., 2024;.MOUCHLIS et al., 2021; JENA et al., 2024;

27



BHUJEL et al., 2025; GUPTA et al., 2021). Diferentemente de abordagens baseadas em
regras rigidas e predefinidas, os algoritmos de ML utilizam métodos estatisticos e
técnicas de modelagem matematica para identificar padrées complexos em grandes
conjuntos de dados, possibilitando a realizag&o de predigbes e a tomada de decisdes de
forma auténoma (KAPOOR et al., 2024; MOUCHLIS et al., 2021; D, 2025; GHOLAP et
al., 2024; RAO et al., 2024; WANG et al., 2025; PRIYA; BHATT, 2023).

De maneira geral, o ML pode ser classificado em trés categorias principais:
aprendizado supervisionado, no qual os modelos sao treinados a partir de dados
rotulados com resultados conhecidos; aprendizado n&o supervisionado, voltado a
identificacdo de estruturas ou agrupamentos ocultos em dados nao rotulados; e
aprendizado por reforgo, que busca a otimizacdo de decisdes por meio da interacdo com
o ambiente e de sistemas de recompensas (KAPOOR et al., 2024; GUPTA et al., 2021;
AMBREEN et al., 2025; JENA et al., 2024; VORA et al., 2023; VATANSEVER et al., 2020;
RAO et al., 2024)

A incorporagao dessas técnicas a nanotecnologia representa uma abordagem
promissora e racional para o desenho e o desenvolvimento acelerado de sistemas de
liberacdo de farmacos, contribuindo para superar as limitagdes inerentes aos métodos
tradicionais de tentativa e erro, frequentemente lentos, dispendiosos e pouco previsiveis
(D, 2025; DEY et al., 2024; SEROV; VINOGRADOQV, 2022;.DAS; J, 2023). Ao permitir o
processamento e a analise de bases de dados extensas, muito além da capacidade
humana, o ML facilita a triagem de materiais e a identificagado rapida de formulagdes e
candidatos promissores, reduzindo significativamente o tempo associado a etapa de
desenvolvimento (D, 2025; DEY et al., 2024; CHOU et al., 2025; JENA et al., 2024,
SEROV; VINOGRADOV, 2022).

Nesse contexto, as RNAs, inspiradas na organizagdo e no funcionamento dos
neurénios bioldgicos, destacam-se como ferramentas capazes de modelar relagdes
complexas e néo lineares entre variaveis de formulagcédo e respostas bioldgicas, sem a
necessidade de equacgdes matematicas explicitamente definidas ou de conhecimento
detalhado a priori sobre o sistema (KAPOOR et al., 2024; VORA et al., 2023; ERANTI et
al., 2025; SEROV; VINOGRADOV, 2022; VILLASENOR-CAVAZOS; TORRES-
VALLADARES; LOZANO, 2022; HASSANZADEH; ATYABI; DINARVAND, 2019).
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As RNAs sdo sistemas computacionais projetados para imitar a estrutura e o
funcionamento do cérebro humano e do sistema nervoso central (BHUJEL et al., 2025;
KAPOOR et al., 2024; JENA et al., 2024; ERANTI et al., 2025; JING et al., 2018; WANG
et al., 2025). Sua arquitetura basica (Figura 15) € composta por camadas interconectadas
de unidades de processamento, denominadas neurdnios artificiais ou nds, organizadas
em uma camada de entrada, uma ou mais camadas ocultas e uma camada de saida
(SAHU et al., 2025; AMBREEN et al., 2025; ISLAM et al., 2024; VATANSEVER et al.,
2020; JING et al., 2018; VILLASENOR-CAVAZOS; TORRES-VALLADARES; LOZANO,
2022). O numero de neurdnios nas camadas de entrada e de saida é determinado pela
quantidade de variaveis independentes e dependentes do modelo, respectivamente,
enquanto o numero de camadas ocultas e de neurénios em cada uma delas depende da
complexidade do problema a ser resolvido (ISLAM et al., 2024; JING et al., 2018; HE et
al., 2025;HASSANZADEH; ATYABI; DINARVAND, 2019).
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Figura 15. Representagao esquematica de uma arquitetura de rede neural artificial (RNA). O modelo é
composto por uma camada de entrada, multiplas camadas ocultas e uma camada de saida. Cada neurénio
de uma camada estéd conectado aos neurbnios da camada subsequente, permitindo que a rede aprenda
relagdes complexas e ndo lineares entre as caracteristicas de entrada e os alvos de saida. Fonte: Sahu et
al., 2025.

O processamento da informagcdo em cada neurdnio ocorre por meio da soma
ponderada dos sinais de entrada, multiplicados por pesos ajustaveis, a qual se adiciona

um termo de viés (bias)(ISLAM et al., 2024; JING et al., 2018; VILLASENOR-CAVAZOS;
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TORRES-VALLADARES; LOZANO, 2022; TRIPATHY et al., 2024; HASSANZADEH,;
ATYABI; DINARVAND, 2019). O valor resultante & entdo submetido a uma funcéo de
ativacdo nao linear, como a fung&o sigmoide, a unidade linear retificada ou a tangente
hiperbdlica, responsavel por determinar se e em que intensidade o sinal sera propagado
para a camada subsequente (ISLAM et al., 2024; JING et al., 2018; HE et al., 2025;
STASZAK et al., 2021; VILLASENOR-CAVAZOS; TORRES-VALLADARES; LOZANO,
2022; KAMAL et al., 2025).

O processo de aprendizado das RNAs & conduzido por algoritmos de otimizagéo,
como a retropropagacao do erro associada ao gradiente descendente, que ajustam
iterativamente os pesos e os vieses da rede com o objetivo de minimizar o erro entre os
valores previstos pelo modelo e os dados experimentais observados durante o
treinamento (ERANTI et al., 2025; JING et al., 2018; GHOLAP et al., 2024; GUPTA et al.,
2021; SHAHIWALA; QAWOOGHA; FARUQUI, 2023; SAHU et al., 2025; VILLASENOR-
CAVAZOS; TORRES-VALLADARES; LOZANO, 2022; JAHANDOOST et al., 2024).

Quando as redes neurais apresentam multiplas camadas ocultas, elas configuram
a base do chamado aprendizado profundo , permitindo a extracéo de representac¢des dos
dados em niveis progressivamente mais abstratos (KAPOOR et al., 2024; JING et al.,
2018; SAHU et al., 2025; STASZAK et al., 2021). No contexto do desenvolvimento de
nanocarreadores, diferentes arquiteturas de redes neurais atendem a propdsitos
especificos para lidar com a complexidade de sistemas em escala nanométrica
(KAPOOR et al., 2024; RAO et al., 2024; DAS; J, 2023).

A principal vantagem das RNAs aplicadas a nanotecnologia reside em sua
capacidade de modelar relagdes néo lineares complexas entre variaveis de formulagao
— como a concentragao de polimeros, a razdo farmaco/polimero e diversas condi¢coes
de processamento — e as respostas fisico-quimicas e biologicas do sistema, incluindo
EE, tamanho de particula, potencial zeta e padrbes de biodistribuicdo (DAS; J, 2023;
KAPOOR et al., 2024; BAE et al., 2025; ERANTI et al., 2025; RAO et al.,, 2024;
SHAHIWALA; QAWOOGHA; FARUQUI, 2023; WANG et al., 2025).

Dessa forma, as RNAs superam as limitagdes de modelos lineares tradicionais e
metodologias de superficie de resposta ao lidar com atributos criticos de qualidade,
permitindo a predi¢cao precisa de parametros fundamentais para o sucesso de sistemas
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de liberacdo direcionada (KAPOOR et al., 2024; COLOMBO, 2020; SHAHIWALA;
QAWOOGHA; FARUQUI, 2023). Essa precisdo € essencial no desenvolvimento
acelerado de PNPs, auxiliando no design racional de formulagdes para aplicagdes
especificas, como a entrega topica e o direcionamento folicular, onde o controle rigoroso
do tamanho e das propriedades superficiais determina a eficacia terapéutica (ERANTI et
al., 2025; COLOMBO, 2020; SEROV; VINOGRADOV, 2022; SHAHIWALA;
QAWOOGHA; FARUQUI, 2023; SILVEIRA et al., 2025).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O Tween 80® (Tween, Polissorbato 80, lote 58767) e o alcool polivinilico (PVA,
lote K51426053) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Franga). O L100 (Copolimero de
acido metacrilico-metacrilato de metila (1:1), lote B160703010) e o E100 (E100)
(Copolimero basico de metacrilato butilado e de metacrilato amino NF, lote B130401503)
foram doados pela pela empresa Evonik (Darmstadt, Alemanha). A espironolactona (SPL,
lote 24|14-B012-204062) foi comprada da farmacia plenitude (Goiania, Brasil). O
minoxidil (MXD, lote 20141003) foi obtido da Jintan Qianyao Farmacéutica (China). A
agua ultrapura foi obtida pelo sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, lllkirch-
Graffenstaden, Franga). A acetonitrila e o metanol foram utilizados nas analises
cromatograficas, sendo o metanol também empregado no preparo das nanoparticulas;
ambos os solventes foram adquiridos da J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). O Vivaspin®
foi adquirido da Sartorius (Goettingen, Alemanha). As peles de orelhas de suinos
utilizadas nos ensaios de penetracdo cutdanea foram obtidas em um abatedouro local
(SuinoBom, Ceilandia, Brasilia/DF). Para o preparo do tamp&o foram adquiridos o fosfato
de sddio nas formas monobasica e dibasica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), cloreto de
sodio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e propilenoglicol (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil). As
fitas adesivas utilizadas na técnica de tape stripping diferencial foram da 3M, n° 845
(Estados Unidos). A cola de cianoacrilato utilizada para a remoc&o das unidades
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pilossebaceas foram da Tekbond®, n° 793 (Sao Paulo, Brasil). Filtros de nylon pré-
limpos, de diametro 25 mm e poro 0,45 pm, hidrofébicos, foram comprados da Analitica

(S&o Paulo, Brasil).

4.2 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DO MINOXIDIL E DA ESPIRONOLACTONA
COM POLIMEROS E EXCIPIENTES

4.2.1 Preparo das amostras

Foram preparadas misturas binarias na proporgao 1:1 (m/m) da SPL e do MXD
com os polimeros E100 e L100 e os surfactantes PVA e Tween. Todas as amostras foram
cuidadosamente armazenadas em embalagens Eppendorf e misturadas durante 3
minutos com o auxilio de um agitador tipo vortex (IKA, LAB DANCER S032, Staufen,
Alemanha). Tanto as misturas fisicas, quanto cada componente individual foram

submetidas aos ensaios de analise térmica por DSC e TGA.

4.2.2 Analise térmica

Amostras de 3 a 5 mg foram pesadas em pans de aluminio, fechadas e analisadas
sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min-') em uma faixa de aquecimento de 25 a 250°C,
com uma taxa de aquecimento de 10°C/min. As curvas de DSC foram obtidas utilizando-
se um DSC-60A (Shimadzu, Kyoto, Japao) e os graficos foram elaborados no software
OriginPro 2023b (OriginLab Corp., Northampton, MA, EUA).

A porcentagem de cristalinidade foi calculada com base na entalpia de fusédo do
farmaco, considerando a quantidade de farmaco em cada mistura (Equacéo 2)
(MALAQUIAS et al., 2018):

Cristalinidade do farmaco (%)= (AmH/AmH1)x100

(Equacéo 2)
Em que AmH é a entalpia de fusdo do farmaco nas misturas (considerando a fragao
massica do farmaco, ou seja, 50% p/p), e AmHT € a entalpia de fusdo do farmaco puro.
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Para a avaliacdo dos processos de decomposig¢ao foram feitas analises por meio
da técnica de TGA. Inicialmente foram pesadas cerca de 3 a 5 mg de amostra em pans
de platina (ndo herméticas). As analises foram realizadas utilizando um TGA-60
(Shimadzu, Kyoto, Japao) e os graficos foram elaborados no software OriginPro 2023b
(OriginLab Corp., Northampton, MA, EUA). Estas amostras foram analisadas sob
atmosfera de nitrogénio (50 mL/min-1), a uma taxa de aquecimento de 10°/min, em uma
faixa de aquecimento de 20 a 500°C. A integracao dos eventos foi realizada por meio da
avaliacao da primeira derivada das curvas de perda de massa obtidas por TGA.

4.3 PRODUGAO DAS NANOPARTICULAS

Inicialmente, foi produzido um grupo experimental composto por 30 formulagdes
distintas (tabela 1), que foram as mesmas tanto para as PNPs contendo MXD quanto
para aquelas contendo SPL, com a quantidade de farmaco fixado em 20 mg para ambos.
Essas formulagdes iniciais foram projetadas com variagdes aleatorias na composi¢ao, na
quantidade dos excipientes e nos métodos de produgdo. Esse conjunto inicial de
formulagdes foi utilizado para treinar as RNAs, permitindo aos modelos aprenderem o
comportamento das PNPs para cada farmaco, incluindo a ocorréncia de formacgao e suas

propriedades fisico-quimicas.

Tabela 1. Composicdo quantitativa e variaveis de produgao das 30 formulagdes iniciais de nanoparticulas
poliméricas (PNPs) para MXD e SPL.

Composicao
Variaveis de producao
Fase organica Fase aquosa
Formulagao , Gotejamento Agitagéio
L100 (mg) E100 (mg) SO AL LU L et d? f_a se da fase Temperatura
(mL) |(mg) (mg) (mL) | organicana aquosa
fase aquosa

1 80 0 5 0 50 15 Bureta Ultraturrax 25°C
2 20 0 5 15 35 15 Verter Ultraturrax 50°C
3 40 0 5 25 25 15 Bureta Magnética 25°C
4 0 80 5 35 15 15 Verter Magnética 50°C
5 0 40 5 50 0 15 Bureta Ultraturrax 50°C
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6 80 0 15 0 50 5 Verter Ultraturrax 50°C
7 40 0 15 15 35 5 Bureta Magnética 25°C
8 0 80 15 25 25 5 Verter Magnética 50°C
9 0 40 15 35 15 5 Bureta Ultraturrax 50°C
10 0 20 15 50 0 5 Verter Ultraturrax 25°C
11 35 0 8 0 50 12 Bureta Magnética 25°C
12 20 0 8 15 35 12 Verter Magnética 25°C
13 75 0 8 25 25 12 Bureta Ultraturrax 50°C
14 0 75 8 35 15 12 Verter Ultraturrax 25°C
15 0 20 8 50 0 12 Bureta Magnética 25°C
16 35 0 12 0 50 8 Verter Magnética 50°C
17 20 0 12 15 35 8 Bureta Ultraturrax 25°C
18 0 35 12 25 25 8 Verter Ultraturrax 50°C
19 0 20 12 35 15 8 Bureta Magnética 50°C
20 0 75 12 50 0 8 Verter Magnética 50°C
21 20 0 10 0 50 10 Bureta Ultraturrax 25°C
22 75 0 10 15 35 10 Verter Ultraturrax 25°C
23 80 0 10 25 25 10 Bureta Magnética 25°C
24 0 80 10 35 15 10 Verter Magnética 50°C
25 0 40 10 50 0 10 Bureta Ultraturrax 50°C
26 80 0 10 20 30 10 Verter Ultraturrax 25°C
27 40 0 10 45 5 10 Bureta Magnética 50°C
28 0 75 10 30 20 10 Verter Magnética 25°C
29 0 40 10 5 45 10 Bureta Ultraturrax 50°C
30 0 20 10 40 10 10 Verter Ultraturrax 25°C
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Modelos de ML capazes de generalizar diferentes processos como a modelo de
RNA aqui utilizada, possui melhor capacidade de precisdo quando apoiadas por amostras
de entrada balanceadas durante a calibragdo do modelo (BENES, 2017). O desequilibrio
desses dados, isto €, uma discrepancia no numero de exemplos por classe de um
conjunto de dados, deteriora o desempenho dos classificadores, uma vez que eles sao
menos capazes de aprender as caracteristicas das classes menos representadas
(DOMINGUES, 2018) enquanto que as classes majoritarias s&o favorecidas
apresentando maior taxa de reconhecimento (VABALAS, 2019).

Diante disso, esse primeiro bloco de formulagdes foi desenvolvido de modo a
manter um balanceamento representativo entre as variaveis estudadas. Assim, foram
testadas quantidades iguais de formulagdes contendo polimero aniénico (L100) e
polimero catiénico (E100), bem como uma distribuicdo equitativa das massas (em
miligramas) de cada tipo de polimero entre as formulagdes. De forma analoga, adotou-
se a mesma estratégia para os tensoativos solido (PVA 40-88) e liquido (Tween 80),
assim como para os volumes das fases aquosa e organica, conforme apresentado no
Apéndice A.

Além disso, o tipo de gotejamento que poderia ser vertendo ou gotejando com a
bureta e o tipo de agitagdo no ultraturrax ou na placa de agitagcdo magnética também
seguiram o principio do balanceamento, e foram distribuidos igualmente entre as
formulagdes.

As demais formulacdes produzidas para MXD e SPL foram obtidas a partir das
simulacdes realizadas pela RNA. Essas formulagdes foram geradas de forma especifica
para cada farmaco, com base no comportamento apresentado pelas PNPs com MXD ou
SPL a medida que a RNA era progressivamente alimentada com novas informagdes
provenientes das formulagbes produzidas ao longo do estudo. Os detalhes dessas
formulagdes podem ser consultados nos Apéndices B e C.

A técnica de preparo das PNPs produzidas foi realizada da seguinte forma (Figura
16): inicialmente, pesou-se uma quantidade fixa de 20 mg do farmaco (SPL ou MXD) e
quantidades variaveis do polimero E100 ou L100 que foram solubilizados em metanol.
Foi preparada uma fase aquosa de agua ultrapura contendo os tensoativos Tween 80
e/ou PVA. Apés a completa solubilizagdo dos componentes de cada fase, a fase organica
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foi adicionada a fase aquosa. Nessa etapa, diferentes variaveis experimentais eram
empregadas, incluindo a utilizagdo da fase aquosa aquecida a 50 °C ou a temperatura
ambiente, bem como os modos de adi¢ao da fase organica (verter diretamente ou gotejar
com bureta), sob agitagdo magnética ou mecéanica. Em seguida, a dispersdo obtida era
submetida a remocgéo do metanol em evaporador rotativo (Buchi, Rotavapor R-100) sob
pressao reduzida, utilizando bomba de vacuo (Buchi, Vacuum Pump V-100), com banho
de circulagdo a frio (Buchi, Recirculating Chiller F-308) mantido a 4 °C e banho de
aquecimento (Buchi, Heating Bath B-100) ajustado a 50 °C. Apds a evaporagédo do

solvente, foram obtidas nanoparticulas dispersas em meio liquido.

Variaveis

= -

i
— |- = r = ‘
1. Pesagem dos —ou—— Q_E Nanosuspenséo
materiais 2. Solubilizagdo (&
das fases 4. Remogéo do
metanol

3. Mistura das
fases

Figura 16. Esquema representativo do processo de obtengdo de nanoparticulas poliméricas (PNPs) pelo
método de nanoprecipitagdo. Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
4.4.1 Diametro hidrodinamico, indice de polidispersidade (PDI) e Potencial Zeta

O didmetro hidrodindmico médio e o PDI das PNPs foram determinados pelo
espalhamento da luz dindmica (DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano (NANO
ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido). O potencial zeta foi analisado pela

verificacdo da mobilidade eletroforética utilizando o mesmo equipamento. A diluicdo
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utilizada para preparo das amostras foi produzida adicionando-se 100 yL de cada
amostra preparada a 900 pL de agua ultrapura e levada para analise.

4.4.2 Curva padrao de espironolactona (SPL) e minoxidil (MXD) pelo método
espectroscopico UV

As curvas dos farmacos SPL e MXD foram realizadas em triplicata. Pesou-se
precisamente 10,0 mg do farmaco e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL
e completou-se o volume com metanol obtendo-se a solugdo estoque de 100 pg/ml. A
partir dessa solugao estoque, pipetaram-se 0,05 mL, 0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL, 1 mL,
1,5mL, 2mL, 2,5 mL e 3,0 mL para baldées volumétricos de 10 mL produzindo
concentragdes de 0,5 a 30 uyg/ml. Em seguida, tragou-se a curva de calibracdo a 239 nm
para SPL e 230 nm para MXD, usando a concentragao no eixo X e a absorbancia no eixo
Y.

4.4 .3 Eficiéncia de encapsulagéo (EE)

A EE foi determinada pelo método indireto, iniciando-se pela centrifugagdo da
suspensdo das PNPs em um dispositivo com tamanho de poro definido em 10kDa
(Vivaspin 2, 100000, MWCO HY, Sartorio, Goettingen, Alemanha). Destarte, as amostras
foram centrifugadas por 20 minutos a 4000 rpm em uma centrifuga (KASVI,Parana,
Brasil). O filtrado era entdo analisado em um espectrofotometro UV-Vis (SHIMADZU,
Quioto, Japdo) no comprimento de onda de 239 nm para as formulagdes com SPL e 285
nm para as formulagées com MXD, que consiste no comprimento de onda de maxima
absorgcdo desses farmacos em metanol. Com isso, a concentragdo de farmaco
encapsulado foi determinada pela diferenga entre a concentracdo inicial de farmaco
adicionada a formulagdo (FT) e a concentracdo de farmaco ndo encapsulado (FO)
medido no filtrado apds a centrifugacdo (LEMES, 2017). A equacao a seguir representa

a forma como a EE foi calculada:

EE%= (FT —-FO)/FT] x 100
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onde: EE% é determinada em porcentagem; FO é a concentracdo de MXD ou SPL no
filtrado analisado; e FT € a concentracdo do farmaco que foi inicialmente colocada para

preparo das nanoparticulas.

4.4.4 Morfologia

A analise morfologica das nanoparticulas selecionadas foi feita por microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET), utilizando equipamento modelo JEM 1011 (JEOL,
Toquio, Japéo), instalado no Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia
da Universidade de Brasilia. As nanoparticulas foram diluidas em agua (1:50 v/v) e
depositadas em grade de cobre revestida com “formvar” (Electron Microscopy Sciences,
PA, EUA). Apos secagem por aproximadamente 3 min em temperatura ambiente, 3 pL
de solucdo de acetato de uranila a 0,5% (p/v) foi adicionada sob a grade e submetida a
secagem por mais 3 min. Ao final desse tempo, o excesso de liquido foi removido com
papel filtro. As imagens foram capturadas, em magnitude de aumento de até 8000 vezes,
com camera GATAN BioSacan (modelo 820, GATAN, PA, EUA), utilizando o software
Digital Micrograph 3.7.5 (GATAN, PA, EUA).

4.4.5 Analise do potencial hidrogenidnico (pH)

Os valores de pH das nanoparticulas selecionadas foram medidos pela imerséo
direta do eletrodo nas amostras n&o diluidas. O eletrodo esteve conectado a
potencidmetro digital (Digimed, modelo DM-22) devidamente calibrado com solugbes
tampéo pH 4,00 e 7,00 a temperatura de 25°C. As analises foram realizadas em triplicata
para cada formulacéo.

4.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As PNPs obtidas foram submetidas a condigdes controladas de armazenamento,
sendo mantidas sob refrigeragéo a 4 °C, em recipientes hermeticamente fechados. Apos
90 dias de armazenamento, as amostras foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia

de precipitados. As formulagdes que permaneceram fisicamente estaveis nesse periodo
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foram novamente analisadas em relagao ao diametro hidrodinamico, ao PDI, ao potencial

zeta e a EE.

4.6 DESENVOLVIMENTO DO MODELO PREDITIVO DE NANOPARTICULAS
POLIMERICAS COM MINOXIDIL E ESPIRONOLACTONA

Neste trabalho, foram desenvolvidos modelos de ML capazes de prever a
formacdo — ou ndo — de PNPs contendo MXD e SPL, bem como suas propriedades
fisico-quimicas, tais como tamanho de particula, potencial zeta, PDI e EE, além de
simular formulagdes de PNPs com propriedades desejadas. Para esse propoésito, foi
empregado o algoritmo de RNAs com multiplas fungdes de ativagdo. O modelo passou
por um processo de otimizacdo de hiperparametros visando ao aprimoramento do
desempenho, utilizando métricas de avaliagao apropriadas como critérios de selecio.

A metologia do desenvolvimento dos modelos utilizados neste estudo segue a
abordagem proposta por Silveira et al., 2025 a qual consiste em um fluxo sequencial de
modelos de classificagao e regressao voltados a otimizagao experimental. Uma descrigéo
detalhada do desenvolvimento teo6rico e computacional da metodologia pode ser
encontrada no trabalho original. Nesta dissertagdo, sdo apresentados apenas o0s
aspectos essenciais para a compreensao da sua aplicacao ao sistema em estudo, bem
como as adaptacgdes realizadas quando pertinentes.

Os modelos foram desenvolvidos utilizando cédigo na linguagem de programacgéo
R (Free Software Foundation, vers&o 4.3.3, Boston, MA, EUA) e executados no ambiente
de desenvolvimento RStudio. O pacote H20 (versao 3.44.0.3, Mountain View, CA, EUA)
para R foi utilizado, uma vez que contém nativamente os algoritmos de RNAs, bem como
as métricas de validacdo dos modelos. Os melhores hiperparametros foram selecionados
utilizando a funcdo grid do pacote H20, na qual multiplos valores sdo testados em
diferentes modelos até que sejam alcangados os valores mais otimizados para as

meétricas de desempenho.

4.6.1 Fluxo de desenvolvimento dos modelos preditivos
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O fluxo proposto é estruturado em torno do desenvolvimento sequencial de
modelos de ML, projetados para orientar e refinar o delineamento experimental.
Conforme ilustrado na figura 17, o fluxo de trabalho consiste em trés etapas principais.
Na Etapa 1, é empregado um algoritmo de classificagdo binaria para prever a
probabilidade de formacdo de nanoparticulas sob determinadas condicdes de
formulac&o. A Etapa 2 envolve um modelo de classificagdo multiclasse, que categoriza
as nanoparticulas resultantes em faixas de valores dos parametros predefinidos. Por fim,
a Etapa 3 utiliza um modelo de regressdao baseado em regras para estimar as
propriedades fisico-quimicas (SILVEIRA et al., 2025).

Esse fluxo € interativo: as Etapas 1 e 2 séo repetidas ao longo de rodadas
sucessivas de experimentacdo. A cada nova rodada, dados experimentais adicionais,
gerados a partir de formulagdes recém-projetadas com base nos modelos provisorios,
sdo incorporados para o re-treinamento dos algoritmos. Esse ciclo continua até que o
modelo de classificagdo multiclasse da Etapa 2 atinja um coeficiente de determinagéo
(R?) superior a 0,9, indicando desempenho preditivo satisfatério e permitindo a
progressao para a etapa de regresséao (Etapa 3) (SILVEIRA et al., 2025).
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ETAPA 1
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Figura 17. Fluxo de desenvolvimento do modelo preditivo baseado em trés etapas. A Etapa 1 utiliza um
algoritmo de classificagéo binaria; a Etapa 2, um algoritmo de classificagdo multiclasse; e a Etapa 3, um
algoritmo de regressao para predizer as propriedades das nanoparticulas. Adaptado de Silveira et al., 2025.

4.6.2 Etapa 1: Modelo de classificagao binaria

A primeira etapa do fluxo do desenvolvimento do modelo preditivo concentra-se
na predigdo da ocorréncia da formacéo de PNPs, a qual depende da convergéncia de
multiplos parédmetros de formulacdo e de processo. Isso € realizado por meio da
construgcao de um modelo de classificacdo binaria, no qual a variavel de saida indica se
a formulagao resulta ou ndo na precipitacdo de nanoparticulas (SILVEIRA et al., 2025).

Técnicas de reamostragem de dados foram empregadas. com o objetivo de
equalizar o numero de resultados positivos e negativos e, assim, contornar o
desbalanceamento de classes. Adicionalmente, foram conduzidas analises exploratérias
de correlagido para avaliar a possivel multicolinearidade entre as variaveis de entrada e

refinar a selecdo de caracteristicas quando necessario. A analise de correlagdo €
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essencial na construcdo de modelos lineares como as RNAs, uma vez que a
multicolinearidade entre os preditores pode desestabilizar as estimativas dos coeficientes
e comprometer a interpretagdo das contribuigdes individuais das variaveis (SILVEIRA et
al., 2025).

O desempenho de cada classificador foi avaliado com base nas métricas de
acuracia e precisdo. Foi dada énfase a precisdo, uma vez que falsos positivos (isto €, a
predicdo incorreta da formagao de nanoparticulas) sdo mais prejudiciais do que falsos
negativos nesse contexto. Um falso positivo pode resultar em esforgo experimental
desnecessario e perda de materiais, enquanto um falso negativo apenas exclui uma
formulac&o potencialmente viavel de testes adicionais (SILVEIRA et al., 2025).

Para aumentar a confiabilidade do modelo, a predicdo final da formacédo de
nanoparticulas s6 foi considerada valida quando os dois algoritmos com melhor
desempenho (em termos de acuracia) retornaram predigdes concordantes. As
formulagbes com predigdes positivas consistentes foram entdo encaminhadas para a
Etapa 2. Caso o numero de formulagcbes que atendessem a esse critério fosse
insuficiente, uma rodada adicional de coleta de dados experimentais foi conduzida para
expandir e aprimorar o conjunto de dados de treinamento (Figura 17) (SILVEIRA et al.,
2025).

4.6.3 Etapa 2: Modelo de multiclassificagao

A Etapa 2 do fluxo envolve a constru¢ao de um modelo de classificagdo multiclasse
para categorizar as propriedades fisico-quimicas das particulas em intervalos definidos.
Essa estratégia aborda a escassez de dados de maneira mais eficaz do que a regressao
direta, especialmente nas fases iniciais da experimentacdo. Modelos de classificagcao
sdo, em geral, mais robustos a variabilidade experimental e ao ruido, permitindo uma
categorizagdo confiavel mesmo quando pontos individuais de dados se desviam
levemente das tendéncias esperadas (SILVEIRA et al., 2025).

Apo6s a filtragem das formulagbes identificadas como capazes de formar
dispersdes coloidais estaveis na Etapa 1, estas sdo encaminhadas para a Etapa 2. Essa
etapa incorpora validagéo cruzada do tipo K-fold, analise de correlagdo e agrupamento
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de caracteristicas (feature grouping) para aprimorar o desempenho preditivo (SILVEIRA
et al., 2025).

O agrupamento baseado em histogramas foi realizado para definir os intervalos
das caracteristicas das particulas, agrupando valores continuos em classes discretas
com base em sua distribuicdo de frequéncia. Essa abordagem permite que os modelos
— particularmente os algoritmos baseados em arvores — capturem melhor a estrutura
subjacente dos dados, aumentando a acuracia da classificagdo. Além disso, esse método
reduz a dimensionalidade, mitiga a influéncia do ruido e melhora a eficiéncia

computacional ao simplificar o espaco de decisdo em cada no (SILVEIRA et al., 2025).

4.6.4 Refinamento do modelo

Nesta fase final do fluxo, 0 modelo preditivo faz a transi¢do da classificacdo para
a regressao, com o objetivo de estimar os valores exatos das caracteristicas (tamanho,
PDI, EE e potencial zeta) das particulas. Diferentemente da Etapa 2, que opera com
dados agrupados, a Etapa 3 utiliza o conjunto de dados experimentais original, ndo
agrupado, a fim de preservar toda a resolugdo da variavel de saida continua. Essa
abordagem evita a esparsidade e o viés introduzidos pela discretizag&o, particularmente
em casos em que determinadas faixas de valores estdo sub-representadas ou ausentes
— situagdes comuns em conjuntos de dados experimentais reduzidos (SILVEIRA et al.,
2025).

Novamente, foram aplicadas validacdo cruzada e analises de correlacdo para
avaliar a consisténcia das variaveis de entrada e mitigar o overfitting. Os modelos de
regressao foram avaliados utilizando trés métricas de desempenho complementares: R?,
erro absoluto médio (MAE) e raiz do erro quadratico médio (RMSE). O MAE fornece uma
medida robusta do erro médio de predicdo e € menos sensivel a valores extremos,
enquanto o RMSE penaliza de forma mais severa desvios maiores, destacando modelos
propensos a erros ocasionais significativos. Em conjunto, essas métricas oferecem uma
visdo abrangente da acuracia e da estabilidade do modelo na predigcdo de variaveis
continuas (SILVEIRA et al., 2025).

De forma importante, a faixa de valores preditas na Etapa 2 foi utilizada como uma
restricdo de referéncia em casos de conflito entre a saida da regressao e o resultado da
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classificacao anterior. Nessas situacdes, foi dada preferéncia a saida da Etapa 2, uma
vez que modelos de classificagédo treinados com dados agrupados tendem a apresentar
maior robustez em cenarios com poucos dados. Quando ocorreu divergéncia, o valor
meédio da faixa de valores prevista na Etapa 2 foi adotado como valor final predito para
aquela formulacéo (SILVEIRA et al., 2025).

4.6.5 Entradas e saidas das redes neurais artificiais

As variaveis empregadas na composi¢cdo e no método de produgdo das PNPs
como o volume da fase aquosa, o volume da fase orgénica, a quantidade de tensoativo
liquido, a quantidade de tensoativo solido, a quantidade de polimeros aniénico e
cationico, tipo de gotejamento na fase organica e o tipo de agitacdo e temperatura da
fase aquosa constituiram as entrada usadas para o modelo para gerar como respostas a
formagao ou n&do de nanoparticulas e as suas caracteristicas fisico quimicas (tamanho,

PDI, EE e potencial zeta) (Figura 18).

Formacao de nanoparticulas

&8
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Volume fase organica
Quantidade tensoativo liquido Tamanho Pot ial zet
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Figura 18. Esquema da rede neural artificial (RNA) com as variaveis de entrada do processo de produgéo
das nanoparticulas poliméricas (PNPs) e as variaveis de saida associadas a formagéo e as propriedades
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fisico-quimicas das nanoparticulas. Fonte: Autoria prépria com apoio de inteligéncia artificial (IA)
generativa (ChatGPT), a partir do desenho conceitual do estudo.

4.7 METODO BIOANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO MINOXIDIL E
ESPIRONOLACTONA

O doseamento da SPL e do MXDI, foi realizado pela cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (HPLC), modelo Shimadzu LC 20-AD, que € composto por uma bomba
quaternaria (LC 20-AT), um injetor automatico (SIL-20ADHT) e forno (CTO-20A), os quais
estdo acoplados a um detector espectrofotométrico (SPD-M20A) e a um computador
equipado com o programa de analise cromatografica Shimadzu LC Solution. Os métodos
cromatograficos empregados foram previamente desenvolvidos e validados no
laboratorio, conforme descrito em trabalhos anteriores. Dessa forma, nao foi realizada
uma validagdo completa dos meétodos, uma vez que estes ja se encontravam
estabelecidos e validados sob as mesmas condigdes instrumentais. Para o presente
estudo, foi realizada apenas a avaliagdo da linearidade, com o objetivo de verificar a
adequacao do método as faixas de concentracio utilizadas nas analises das amostras.

Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym; Sigma
Aldrich®) e fase movel composta por uma mistura de metanol: agua ultrapura (60:40)
(v/v) para a SPL (NUNES, 2021) e uma mistura de agua/acetonitrila (80:20 v/v) (MATOS
et al., 2015) para o MXD. A vazao da fase mével foi de 1,0 mL/min, o volume de injegc&o
das amostras foi de 20 L, o forno foi utilizado a 30°C para a SPL e 40°C para o MXD e
a deteccéo foi feita no UV em 238 nm para a SPL e 285 nm para a detecgdo do MXD. O
tempo de analise para cada amostra foi de 10 min.

4.7.1 Linearidade do minoxidil e espironolactona

A curva analitica foi construida a partir de uma solucao estoque de SPL e MXD
dissolvidas em metanol, em que se obteve a concentragdo final de 100 pg/mL. A partir
da solugdo estoque em metanol, foram feitas 7 dilui¢des, obtendo-se as seguintes
concentragdes: 1,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 yg/mL. A analise em HPLC foi
realizada em triplicata sob as condi¢gdes supracitadas. As curvas analiticas foram

plotadas de acordo com a relacdo entre a concentragdo e a area do pico fornecida pelo
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equipamento apds a injecdo das amostras padrdo. A analise estatistica dos dados foi
realizada pelo método de regressao linear, obtendo-se uma reta no formato y = ax + b,
onde (a) corresponde ao coeficiente angular e (b) ao coeficiente linear. As faixas lineares

foram calculadas utilizando-se o coeficiente de correlaggo linear (r?).

4.8 ESTUDOS IN VITRO DE PENETRAGCAO CUTANEA DO MINOXIDIL E
ESPIRONOLACTONA A PARTIR DAS NANOPARTICULAS SELECIONADAS

Os fragmentos de pele foram retirados das orelhas de suinos, obtidas em um
abatedouro local (SuinoBom, Ceilandia, Brasilia/DF). As orelhas foram levadas ao
laboratorio e limpas com agua destilada. Para a remogao da pele, a orelha foi presa em
um suporte de isopor recoberto por papel laminado. A pele foi removida com auxilio de
bisturi. A camada adiposa foi retirada com auxilio de uma tesoura. Apds a separacao da
pele, foram cortados circulos com area de 2 cm? e armazenados em congelador (-4°C),
por no maximo, dois meses até o uso.

As células de difusdo verticais com area de difusdo de 1,55 cm? acopladas ao
sistema Phoenix®DB-6 (Teledyne Hanson Inc., Chatsworth, CA, EUA) (Figura 19) foram
montadas utilizando a pele de orelha de suino para separar o compartimento doador do
compartimento receptor. No compartimento doador foram adicionados 500 uL das PNPs
em suspensao. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de solugao tampao
fosfato (pH 7,4) para o MXD e solugéo tampéo fosfato (pH 7,4) acrescido com 40% de
propilenoglicol para a SPL. A temperatura foi mantida a 37°C durante todo o experimento
utilizando o equipamento Hanson DB-6 de aquecimento seco. Cada formulagdo foi
testada seis vezes (n = 6). A solugdo receptora foi continuamente agitada a 200 rpm, e
estudos independentes foram conduzidos em 12h para cada formulagao.
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Figura 19. Representacgao da célula de difusédo do tipo PhoenixTM. Fonte: COSTA, 2023.

Ap0s o periodo de tratamento da pele com as nanoparticulas, amostras do meio
receptor foram coletadas e analisadas utilizando um método de HPLC validado. Em
seguida, a pele foi removida das células de difusdo, cuidadosamente limpa com uma
gaze embebida em agua, seca e colocada em uma superficie plana com o EC voltado
para cima. O EC foi removido com o auxilio de 15 fitas adesivas Scotch Book (n° 845,
3M, St. Paul, Estados Unidos). Apos, os FP foram removidos com a aplicagdo de uma
gota de cola de cianoacrilato (Tek bond 793, Courbevoie, Franga), a colocagdo de uma
fita adesiva sobre ela e a retirada da fita apds a secagem da cola. Esse procedimento foi
realizado 2 vezes. A pele viavel (PV) foi entdo picotada com tesoura. Foram adicionados
5 mL de metanol em tubos falcons de 15mL com cada camada separada da pele (EC,
FP e PV), e essas misturas foram deixadas overnight (24 h) no agitador rotativo de tubos
(Biosan, Multi Bio RS-24, Riga, Letbnia) para extragdo da SPL e MXD. Apos esse periodo,
as amostras foram filtradas em membranas com porosidade de 0,45 ym e analisadas
pelo método analitico previamente validado (item 4.7).

Apo6s a quantificagdo do farmaco em cada camada da pele (EC, FP e PV), foi
realizado o calculo para avaliar o fator de direcionamento (FD) (USHIROBIRA et al.,2020)

das PNPs para os FP de acordo com a equacgao descrita:
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(QFP)

FD = EC + 0FP + 0PV

(Equacéo 3)

onde: FD é o fator de direcionamento; QFP é a massa média total encontrada nos FP;
QEC é massa média total encontrada no EC; QPR é a massa média total encontrada na
PV.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DO MINOXIDIL E DA ESPIRONOLACTONA
COM POLIMEROS E EXCIPIENTES

Estudos de compatibilidade farmaco—excipiente constituem uma etapa
fundamental na pré-formulacdo farmacéutica, uma vez que os excipientes podem
interagir com os ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs) e comprometer a estabilidade
e 0 desempenho do produto. Para maximizar a detecgcdo de possiveis interacgoes,
misturas binarias, na proporg¢éo 1:1 (m/m), foram avaliadas por meio de técnicas térmicas,
especificamente DSC e TGA, que permitem uma triagem rapida, utilizando pequenas
quantidades de amostra (DANIEL et al., 2020).

A técnica DSC possibilitou a comparacdo do comportamento térmico dos
componentes puros e de suas misturas por meio da analise das variacdes de entalpia,
faixas de temperatura e do surgimento, desaparecimento ou modificagdo de eventos
endotérmicos e exotérmicos, que servem como indicadores de incompatibilidade. De
forma complementar, a analise por TGA forneceu informacdes sobre eventos de perda
de massa associados a degradacéo térmica, por meio da comparagao do comportamento
de degradagao das misturas com o dos componentes isolados (LOPES et al., 2019). Para
fortalecer a interpretacao, as curvas experimentais de TGA foram comparadas com perfis
tedricos, calculados a partir da contribuicdo média das substéancias puras (PINHO et al.,
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2021), permitindo a identificacdo de desvios sugestivos de interagdes farmaco—
excipiente.

As curvas de DSC evidenciaram endotermas de fusdo do MXD puro, a 186 °C
(AnH = 15,85 J g7") (Figura 20A) e do SPL, a 206 °C (A,H = 56,06 J g™") (Figura 20B),
confirmando a forma cristalina do MXD (Kumar, 2018) e a forma cristalina Il ndo solvatada
do SPL (A MARINI et al., 2001; RESENDE et al., 2016). Esses eventos térmicos foram
utilizados como pontos de referéncia para a avaliagdo das interagbes farmaco—
excipiente. Entre os excipientes, L100 e PVA apresentaram eventos endotérmicos
proximos a faixa de fusao dos respectivos farmacos. Assim, alteragcdes na temperatura
de fusdo e na entalpia, bem como o surgimento de eventos térmicos adicionais, foram

considerados indicativos de interagdo (DANIEL et al., 2020).
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Figura 20. Curvas de DSC do minoxidil (MXD) e de suas misturas fisicas com Tween 80 (Tween), PVA
40-88 (PVA), Eudragit L100 (L100) e Eudragit E100 (E100) (A), bem como da espironolactona (SPL) e de
suas misturas fisicas com os mesmos excipientes (B). O pico de fusdo do MXD ocorre a 186 °C, enquanto
o da SPL ocorre a 206°C.

Para as misturas contendo MXD, a temperatura de fusao foi preservada em todos
os sistemas (Figura 20A), indicando a manutengéo da estrutura cristalina. No entanto,
variagbes na entalpia de fusado refletiram diferentes niveis de interagdo. A reducéo da
cristalinidade sugere aumento da interagao e da miscibilidade, possivelmente decorrente
de interacgdes in situ durante a analise por DSC (PINHO et al., 2021; GRANADOS et al.,
2025). As misturas MXD—-E100, MXD-L100 e MXD-Tween apresentaram valores de A,,H

de 9,81, 6,38 e 8,36 J g™*, correspondendo a graus de cristalinidade de 62, 40 e 53 %,
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respectivamente. Esses resultados indicam miscibilidade parcial e interagao farmaco—
excipiente (GRANADOS et al., 2025), embora possiveis interagdes quimicas ndo possam
ser excluidas e devam ser investigadas posteriormente (DANIEL et al., 2020; LOPES et
al., 2019). Em contraste, a mistura MXD-PVA nao pdde ser avaliada de forma confiavel
por DSC, uma vez que o PVA puro apresenta um pico endotérmico em aproximadamente
185 °C, provavelmente associado a fusdo de sua fragao cristalina (GRANADOS et al.,
2025). Essa sobreposicéo de eventos térmicos resultou em um valor de entalpia de fusdo
superior ao esperado para o MXD (A,H = 24,31 J g™"), indicando a necessidade de
avaliagdo por uma técnica analitica alternativa (LOPES et al., 2019).

Para as misturas contendo SPL, a auséncia do pico de fusdo do farmaco nas
curvas de DSC dos sistemas com E100 e L100 (Figura 20B) sugere que o SPL pode
estar presente na forma amorfa, homogeneamente disperso e miscivel nas matrizes
poliméricas (GRANADOS et al., 2025; AQUINO et al., 2024; SHAMSUDDIN et al., 2016).
Em contraste, a mistura SPL-PVA apresentou um pico de fusdo deslocado para 203 °C,
com A,H = 8,55 J g7, correspondente a um grau de cristalinidade de 15 %, refletindo
forte interagéo entre os componentes. Por sua vez, a mistura SPL-Tween apresentou um
evento endotérmico amplo, com pico de fusédo em 191 °C e A, H = 14,34 J g7,
representando um grau de cristalinidade de 26 %. De modo geral, esses resultados
demonstram diferentes niveis de interagao entre o SPL e os excipientes avaliados.

A analise por TGA foi realizado para detectar alteragbes no comportamento de
degradagédo das misturas. A integracdo dos eventos foi baseada nas curvas de DTG
(termogravimetria derivada), que representam a taxa de perda de massa em funcgéo da
temperatura, e a compatibilidade foi avaliada por meio da temperatura inicial de
decomposicéo (Td), pela comparagao entre os perfis tedricos e experimentais de DTG
(GRANADOS et al., 2025). O MXD puro apresentou Td = 263 °C (Figura 21A), com perda
de massa de 62%. A SPL apresentou um evento de degradagdo secundario a 199 °C
(11% de perda de massa), seguido por um evento principal de decomposigéo a Td = 294
°C (49% de perda de massa) (Figura 21B).
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Figura 21. Curvas de DTG obtidas por analise termogravimétrica do minoxidil (MXD) e de suas misturas
fisicas com Tween 80 (Tween), PVA 40-88 (PVA), Eudragit L100 (L100) e Eudragit E100 (E100) (A), bem
como da espironolactona (SPL) e de suas misturas com os mesmos excipientes (B). As curvas
experimentais (linha continua) sdo comparadas aos perfis tedricos (linha tracejada). As temperaturas
indicadas correspondem aos eventos de degradacéo térmica e as temperaturas iniciais de decomposicéo
(Td).

As misturas contendo MXD apresentaram perfis experimentais de degradagao
consistentes com as curvas tedricas quanto ao numero e a sequéncia das etapas de
decomposicdo. Os sistemas MXD-E100 e MXD-PVA exibiram valores experimentais de
Td praticamente idénticos aos tedricos, enquanto o sistema MXD-Tween apresentou um
deslocamento do Td experimental para temperaturas mais elevadas. Esses resultados
sugerem mecanismos de degradagdo semelhantes aos dos componentes isolados,
indicando compatibilidade (PINHO et al., 2021). Em contraste, embora o sistema MXD-
L100 tenha apresentado um padrédo de degradagao comparavel ao da curva tedrica, o Td
experimental foi aproximadamente 20 °C inferior, sugerindo possivel reducdo da
estabilidade nessa matriz (GRANADOS et al., 2025).

As misturas contendo SPL exigiram uma analise mais detalhada devido aos
processos concomitantes de decomposi¢cao e oxidagdo do farmaco proximos a sua
temperatura de fusdo (A MARINI et al., 2001), consequentemente, diferentes niveis de
interacao podem ser esperados dependendo do excipiente. Para o sistema SPL-E100, o
primeiro evento de perda de massa apresentou uma antecipacao de 13 °C no Td

experimental em relagao ao perfil tedrico, enquanto o segundo evento deslocou-se 24 °C
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para temperaturas mais elevadas. Apesar dessas diferengas, ambas as curvas exibiram
padrées de degradagao semelhantes, sugerindo compatibilidade (PINHO et al., 2021).

Em contraste, a amostra experimental de SPL-L100 apresentou acentuada
antecipacdo do Td em ambos os eventos, indicando redugdo da estabilidade da SPL
nessa matriz. A mistura SPL-PVA n&o apresentou antecipagdo do Td experimental, e
seu perfil de degradagéo correspondeu a contribuigdo aditiva do farmaco e do polimero,
sugerindo que os processos de degradagao térmica de ambos os componentes nao
foram afetados pela presengca mutua e, portanto, sdo compativeis (GRANADOS et al.,
2025). Por fim, a mistura SPL-Tween apresentou pronunciada antecipagdo do Td
experimental, e seu comportamento de degradacdo diferiu substancialmente do perfil
tedrico, indicando que a associagao entre esses materiais alterou seus mecanismos de
decomposigéo.

De modo geral, os estudos de compatibilidade farmaco—excipiente realizados por
DSC e TGA permitiram identificar diferentes niveis de interagdo entre os farmacos e os
excipientes avaliados, evidenciando, em sua maioria, perfis térmicos compativeis e a
preservagdo dos mecanismos de degradagdo. Embora certas misturas tenham
apresentado variagdes na entalpia de fusdo ou deslocamentos na temperatura de
decomposicao, tais fendmenos foram atribuidos a interacdes fisico-quimicas esperadas,
como a miscibilidade parcial, a redu¢do da cristalinidade e, em casos especificos, a
sobreposi¢cao de eventos térmicos — como observado na mistura com PVA —, nao
configurando, portanto, incompatibilidades criticas. Dessa forma, os excipientes
selecionados foram considerados adequados para a etapa subsequente de
desenvolvimento das PNPs, uma vez que os resultados indicaram estabilidade térmica

satisfatoria e uma interagédo controlada com os farmacos.

5.2 PRODUGCAO DAS NANOPARTICULAS

No total, foram preparadas 127 formulagbes de PNPs carregadas com MXD e 131
formulagdes carregadas com SPL. Quanto aos resultados da producdo das PNPs com
MXD, das 127 formulag¢des produzidas, 47 formaram nanoparticulas e 80 n&o formaram
(Figura 22).
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Figura 22. Distribuicao percentual das formulagbes contendo minoxidil (MXD) quanto a formagéo de
nanoparticulas. Do total de formulagdes avaliadas, 63% (n = 80) resultaram em precipitagéo, enquanto 37%
(n = 47) levaram a formagao bem-sucedida de nanoparticulas poliméricas (PNPs).

A constatacdo de formagao de PNPs é caracterizado pela observacdo de uma
dispersdo homogénea como resultante do processo de producédo (ZIELINSKA e tal.,
2020). Por outro lado, a ndo formag&o do nanosistema foi caracterizada pela formagéao
de precipitado durante ou apds as etapas de producdo. A precipitacdo dos materiais da
formulacéo indica que houve a agregacao das PNPs no meio, problemas de estabilidade
quimica da formulagao ou complicagdes quanto a solubilidade do polimero ou do farmaco
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Dessa forma, essas formulagbes foram consideradas
inadequadas e descartadas. As etapas nas quais esse fendmeno pode ocorrer incluem a
mistura das fases, a etapa de rotaevaporagao e o periodo pds-processo de producgao,
antes da realizacao das caracterizacoes.

A distribuicdo do uso de cada excipiente e dos volumes dos meios dispersantes
nas formulagbes que formaram nanoparticulas com MXD estdo apresentadas no
Apéndice D. A importancia relativa dessas variaveis das formulagdes foi estimada a partir
da estrutura de pesos da rede, considerando a contribuicdo de cada variavel ao longo
dos caminhos entre a camada de entrada e a camada de saida. Posteriormente, esses
valores foram normalizados, gerando uma escala de importancia relativa entre as
variaveis.

As variaveis mais relevantes e com maior peso na capacidade da formulagcao de

gerar ou n&o nanoparticulas com MXD estao apresentadas na Figura 23. Observou-se
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que a quantidade do polimero aniénico foi o fator de maior importancia, seguida pela
guantidade do polimero catiénico e pelas quantidades dos surfactantes. Em contraste, o
tipo de gotejamento e a temperatura da fase aquosa apresentaram menor relevancia na

influéncia sobre a formacao das PNPs.
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Figura 23. Importancia das variaveis na formagao de nanoparticulas poliméricas (PNPs) com minoxidil
(MXD), onde o eixo x representa as variaveis utilizadas e o eixo y a escala de importancia (0 a 1).

A maior relevancia do polimero aniénico na formagdo e estabilidade das
nanoparticulas contendo MXD pode ser explicada pela forte atragao couldbmbica entre
sua carga negativa e a superficie positivamente carregada do farmaco, formando um
complexo polieletrolitico que atua como camada protetora estavel, em linha com o
descrito para nanoparticulas do tipo polyion complex e sistemas estabilizados por
polieletrolitos anidnicos (MA et al., 2024; SEMSARILAR et al., 2011; KIM et al., 2022). O
polimero catibnico também contribui para a estabilidade ao conferir elevada carga
positiva e repulsdo entre particulas; entretanto, a menor afinidade inicial com o MXD
catibnico torna esse mecanismo menos eficiente e mais sensivel ao meio, situacao

analoga ao observado para nanossistemas baseados em polimeros catibnicos, que
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exigem estratégias adicionais de blindagem (MA et al., 2024; WILSON; YANG,;
PRUD'HOMME, 2024; ZHANG et al, 2020). Por fim, os surfactantes atuam
principalmente por estabilizagao estérical/interfacial, cujo efeito, embora relevante para
controle de tamanho e redispersao, tende a ser menos robusto que a estabilizac&o idnica
promovida pelos polimeros em termos de resisténcia a variagdes de pH, forca ibnica e
processos de diluicdo (BOCK et al., 2025; M.RASHID; GHAREEB, 2025; CORTES et al.,
2021; MA et al., 2024).

Por outro lado, parametros operacionais como o tipo de gotejamento da fase
organica e a temperatura da fase aquosa apresentaram menor influéncia na formagéao
das nanoparticulas. Esse comportamento é consistente com relatos da literatura que
indicam que, uma vez estabelecida uma composigdo adequada da formulag&o (polimeros
e tensoativos), variagbes moderadas nas condigbes de processo tendem a exercer
impacto secundario sobre a ocorréncia de formagao de nanoparticulas, afetando mais
frequentemente propriedades como tamanho médio e distribuicdo granulométrica do que
a propria viabilidade do sistema coloidal (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

Em relacdo aos resultados da produgao das PNPs com SPL, das 131 formulagdes

produzidas, 32 formaram nanoparticulas e 99 nao formaram (Figura 24).

75,6% (99)

Formulagdes que precipitaram

Formulagdes que formaram nanoparticulas

24.4% (32)

Figura 24. Distribuigao percentual das formulagdes contendo espironolactona (SPL) quanto a formacgao de
nanoparticulas. Do total de formulagbes avaliadas, 75,6% (n= 99) resultaram em precipitagdo, enquanto
24,4% (n = 32) levaram a formagao bem-sucedida de nanoparticulas poliméricas (PNPs).
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A distribuicdo do uso de cada excipiente e dos volumes dos meios de dissolugao
nas formulagbes que formaram nanoparticulas com SPL estdo apresentadas no
Apéndice E..

As variaveis mais relevantes e com maior peso na capacidade da formulacao de
gerar ou nao nanoparticulas para as PNPs com SPL estao apresentadas na Figura 25.
Observou-se que a quantidade do polimero aniénico L100, assim como verificado para
as nanoparticulas contendo MXD, foi o fator de maior importancia para a formacao das
nanoparticulas. Em contraste com o observado para as PNPs com MXD, as variaveis que
se destacaram em seguida foram os surfactantes PVA e Tween. O tipo de gotejamento
e a temperatura da fase aquosa mantiveram menor relevancia quanto a influéncia sobre

a formacao das nanoparticulas.
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Figura 25. Importdncia das variaveis na formagdo de nanoparticulas poliméricas (PNPs) com
espironolactona (SPL), onde o eixo x representa as variaveis utilizadas e o eixo y a escala de importancia
(0a1).
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A maior importancia da quantidade de polimero aniénico é consistente com
estudos que mostram que a concentragédo de Eudragit controla tamanho de particula, EE
e perfil de liberagdo em nanoparticulas contendo farmacos hidrofébicos, atuando como
matriz principal e barreira difusional (CETIN; ATILA; KADIOGLU, 2010; ELIZONDO-
LUEVANO et al., 2023). Em sistemas com Eudragit L100 ou L100-55, a fracdo de
polimero e sua ionizagdo modulam o potencial zeta, a formagao de “nanospecies” e a
estabilidade coloidal, ligadas a interagdes eletrostaticas e a retengédo do farmaco durante
nucleagéo e crescimento das particulas (SY et al., 2024, CHAKRABORTY; MONDAL;
BANSAL, 2025; DIENG et al., 2020). Pequenas variagbes na quantidade de polimero
alteram a densidade da camada polimérica e o potencial zeta, o que se reflete
diretamente no tamanho final, na distribuicdo de tamanho e na estabilidade coloidal (SY
et al., 2024; CETIN; ATILA; KADIOGLU, 2010; KADIOGLU, 2010; DIENG et al., 2020;
ELIZONDO-LUEVANO et al., 2023). Isso justifica o0 modelo apontar essa variavel como
dominante.

Quanto ao polimero catidénico, observa-se que este perde bastante a importancia
para as formacido das PNPs com SPL quando comparado com o as PNPs com MXD. A
diferenga na importancia relativa do E100 entre os sistemas com MXD e SPL pode estar
relacionada as distintas propriedades fisico-quimicas dos farmacos e ao modo como
estes interagem com polimeros metacrilicos catidnicos e aniénicos. Revisbes sobre
Eudragit destacam que a escolha e o impacto de cada polimero dependem da carga,
pKa, capacidade de formar ligagdes de hidrogénio e lipofilicidade do farmaco, o que altera
0 grau de associagao as cadeias poliméricas e o mecanismo de nucleagao/crescimento
das nanoparticulas (CARDOSO et al.,, 2023; ELIZONDO-LUEVANO et al.,, 2023;
SESTER et al., 2019).

Para farmacos hidrofébicos como a SPL, estudos com EL100/RL100 mostram que
a incorporagao € dominada por interagdes hidrofobicas na matriz polimérica, enquanto a
contribuigdo de interagdes eletrostaticas especificas € menor (FERREIRA-NUNES et al.,
2021) Ja polimeros catiénicos como o E100 tendem a ter papel mais expressivo quando
o farmaco apresenta maior potencial de interagdo ibnica ou por ligagdo de hidrogénio
com o polimero, modulando nucleacdo, estado soélido e estabilidade das particulas
(SHIKHA et al., 2022; WILSON et al., 2021; DOERDELMANN; KOZLOVA; EPPLE, 2014).
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Esse quadro é consistente com o fato de E100 aparecer como variavel critica para o
MXD, mas perder relevancia relativa na formacédo das nanoparticulas de SPL em seu
modelo experimental.

As quantidades de surfactante solido (PVA 40-88) e surfactante liquido (Tween 80)
surgirem logo em seguida € compativel com o fato de que fendmenos interfaciais
controlam fortemente a formagao de nanoparticulas. Revisdes e estudos experimentais
mostram que PVA e polissorbatos reduzem a tens&o interfacial, favorecem a nucleagéo
e evitam coalescéncia, afetando tamanho, PDI e estabilidade a longo prazo (DOROKHIN
et al., 2025; SHKODRA et al., 2019; SAKHI et al., 2023; CORTES et al., 2021;
ALKHOLIEF et al., 2022; SHARMA; MADAN; LIN, 2016; KADIOGLU, 2010; PEREIRA et
al., 2006). PVA, por adsorver de forma mais persistente a superficie das particulas,
fornece estabilizagao estérica estrutural, enquanto Tween 80 modula especialmente a
cinética de nucleagéao e a dispersao inicial do farmaco na fase aquosa (SHKODRA et al.,
2019; CORTES et al., 2021; ALKHOLIEF et al., 2022; SHARMA; DESAI; PATEL, 2019;
ZHANG et al., 2024). O carater complementar desses dois surfactantes na definicao da
morfologia e da distribuicdo de tamanho é amplamente descrito em sistemas poliméricos
e nanocristais (DOROKHIN et al., 2025; SHKODRA et al., 2019; CORTES et al., 2021;
ALKHOLIEF et al., 2022; SHARMA; MADAN; LIN, 2016; KADIOGLU, 2010; PEREIRA et
al., 2006; PATEL, 2019).

Para os ensaios de penetragao cutanea, foram utilizadas 8 formulagdes de PNPs
geradas pelas RNAs, sendo 4 PNPs carregadas com MXD e 4 com SPL. Essas
formulagdes foram geradas pelas RNAs, apds serem treinadas para estabelecer relagbes
entre a composic¢ao das formulagdes e as propriedades fisico-quimicas resultantes das
PNPs. Nesse contexto, foram definidos como parametros desejados para as PNPs a
serem aplicadas nos estudos de penetracao cutanea diferentes tamanhos para as quatro
formulagdes de cada farmaco, com o objetivo de comparar a influéncia desse parédmetro
no direcionamento folicular, mantendo-se fixos os demais critérios, a saber: potencial zeta
superior a +30 mV, baixo PDI e elevada EE.

O direcionamento para valores de potencial zeta acima de +30 mV fundamenta-se
na necessidade de garantir a estabilidade coloidal do sistema por meio da repuls&o
eletrostatica, prevenindo fenbmenos de agregacao. Adicionalmente, a carga superficial
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positiva favorece a interagdo bioadesiva com o estrato cérneo, o qual apresenta carga
liquida negativa em pH fisiolégico, potencializando o tempo de contato e a subsequente
permeacédo cutanea (GASZTYCH; MALAMIS; MUSIAL, 2024).

A definicdo de baixos valores de PDI justifica-se pela busca por homogeneidade
granulométrica, assegurando comportamento cinético reprodutivel e propriedades
farmacocinéticas previsiveis. Complementarmente, a priorizagdo de elevada EE teve
como objetivo maximizar o aporte do farmaco nas camadas mais profundas da pele,
protegendo o ativo contra degradagdes externas e otimizando o gradiente de difuséo
durante os estudos in vitro (DANAEI et al., 2018).

As formulacgdes produzidas com esse propdsito estdo apresentadas nas Tabelas
2 e 3. As PNPs foram nomeadas utilizando a sigla do farmaco, seguida do tamanho médio
hidrodinamico determinado por DLS. Dessa forma, as PNPs contendo MXD foram
denominadas MXD (115,3), MXD (200,4), MXD (331,23) e MXD (548,70), enquanto as
PNPs contendo SPL foram denominadas SPL (137,37), SPL (282,13), SPL (325,93) e
SPL (419,27).

Tabela 2. Composicdo quantitativa e variaveis de producdo das formulagbes das nanoparticulas
poliméricas (PNPs) contendo minoxidil (MXD).
Composigao
Variaveis de produgao
Fase organica Fase aquosa
Formulagao
Solvente A RN Agitacao
MXD E100 PVA Tween Agua da fase
(mL) A - da fase Temperatura
(mg) (mg) (mg) (mg) (mL) | organica na aquosa
fase aquosa
MXD (1153) 20 40 10 50 0 10 Bureta Ultraturrax 50°C
MXD (200,4) 29 16 12,1 18 32 7.9 Verter Ultraturrax 25°C
MXD (331,23) 9o 59 12 39 11 8 Bureta Magnética 25°C
MXD (548,70)  pq 19 15 50 0 5 Bureta Magnética 50°C
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Tabela 3. Composicdo quantitativa e variaveis de producdo das formulagbes das nanoparticulas
poliméricas (PNPs) contendo espironolactona (SPL).

Composigao

Fase organica

Fase aquosa

Variaveis de produgao

Formulagao
Solvente A RN Agitacao
SPL E100 PVA Tween Agua da fase
(mL) A - da fase Temperatura
(mg) (mg) (mg) (mg) (mL) | organica na aquosa
fase aquosa

SPL(137.37) 2o 80 10 35 15 10 Verter Magnética 50°C
SPL(282,13) 19,2 149 | 115 385 5.1 Bureta Ultraturrax 25°C
SPL(32593) o 75 12 50 0 8 Verter Magnética 50°C
SPL(419,27) o 39,1 15 354 14,6 5 Verter Ultraturrax 50°C

5.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Todas as formulagdes produzidas que resultaram em nanoparticulas foram

caracterizadas em triplicata no mesmo dia da produgdo. Os

resultados das

caracterizagdes de tamanho, PDI, potencial zeta e EE das 47 PNPs com MXD estao

apresentados na Figura 26.
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Figura 26. Distribuigdo dos valores de tamanho em nandmetro (A) valores de PDI (B), potencial zeta (C) e
da porcentagem da eficiéncia de encapsulagéo (EE) (D) para as 47 formulagées com minoxidil (MXD) que
resultaram na formagao de nanoparticulas.

O tamanho médio das particulas e a distribuicdo de tamanhos constituem
caracteristicas de fundamental importancia nas areas farmacéutica e cosmética. O
tamanho das nanoparticulas influencia diretamente o perfil de penetracao e a distribuicédo
do farmaco nas diferentes camadas e vias da pele (MAEDA et al., 2025). As formulagdes
de PNPs produzidas com MXD apresentaram ampla faixa de tamanhos de particula
(Figura 26A), com valores variando entre 21,24 nm e 459,58 nm. Observou-se que, na
maioria dos casos, as PNPs exibiram tamanhos reduzidos, predominantemente até 50
nm e em torno de 100 nm, com apenas 2 experimentos que resultaram tamanhos maiores
de PNPs entre 400 e 500 nm.

Em relacdo aos valores de PDI, que indicam a distribuicdo do diametro das
nanoparticulas em torno do valor médio (LEANPOLCHAREANCHAL,
TEERANACHAIDEEKUL, 2023), os resultados das caracterizagdes (Figura 26B)

demonstraram, na maioria dos casos, valores inferiores a 0,2, indicando elevada

61



homogeneidade de tamanho (LEANPOLCHAREANCHAI; TEERANACHAIDEEKUL,
2023). Apenas 2 formulacbes apresentaram valores elevados desse parametro,
superiores a 0,5.

As caracterizag¢des do potencial zeta (Figura 26C) revelaram potenciais negativos
entre =10 e —40 mV e positivos entre 20 e 50 mV. Considerando que o polimero anidnico
foi mais empregado nas formulagdes, por favorecer a formagédo de nanoparticulas com
esse farmaco, a maioria das PNPs apresentou valores negativos de potencial zeta,
principalmente na faixa de —10 a —-30 mV. Por outro lado, as PNPs formuladas com
polimeros catiénicos exibiram valores elevados, a partir de 20 mV, ultrapassando 40 mV.

Quanto a EE, foram obtidas PNPs com diferentes capacidades de incorporagao
do farmaco, variando de 23,62% a 78,58% (Figura 26D).

Para as PNPs contendo SPL, os resultados das caracterizagdes estao
apresentados na Figura 27.
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Figura 27. Distribuigdo dos valores de tamanho em nandmetro (A) valores de PDI (B), potencial zeta (C) e
da porcentagem da eficiéncia de encapsulagéo (EE) (D) para as 47 formulagdes com espironolactona (SPL)
que resultaram na formag&o de nanoparticulas.
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Em relagcdo aos tamanhos de particula, as formulacdes de PNPs contendo SPL
apresentaram ampla variabilidade, com valores entre 64,06 nm e 937,52 nm (Figura 27A).
Na maioria dos casos, os tamanhos situaram-se entre 100 e 200 nm, com expressiva
representatividade também na faixa de 200 a 300 nm.

Os valores de PDI medidos apresentaram-se, em sua maioria, compreendidos
entre 0,06 e 0,2, indicando boa homogeneidade do sistema. Apenas duas formulagdes
apresentaram valores superiores a 0,5 (Figura 27B).

Os potenciais zeta, tanto positivos quanto negativos, apresentaram
predominantemente valores elevados em mddulo, superiores a 40 mV. Nao foi observada
nenhuma PNP com potencial zeta positivo inferior a 20 mV, sendo o menor valor
registrado de —32,64 mV e o maior de 54,01 mV (Figura 27C).

A EE das PNPs contendo SPL mostrou-se predominantemente elevada, com
valores superiores a 80%. Entretanto, uma pequena parcela das formulagdes apresentou
percentuais reduzidos (Figura 27D).

De modo geral, os resultados de caracterizagdo das PNPs contendo MXD e SPL
demonstraram que as RNAs foram capazes de gerar formulagdes com uma ampla
variabilidade nos parametros fisico-quimicos avaliados. Observou-se, na maioria dos
casos, a obtengao de sistemas com baixo PDI, potenciais zeta elevados em maodulo e
elevados valores de EE, indicando boa estabilidade coloidal e adequada incorporagao
dos farmacos.

As 8 formulagdes selecionadas para os estudos de penetracdo cutanea in vitro
foram caracterizadas quanto aos principais parametros fisico-quimicos, conforme
apresentado nas Tabelas 4 e 5. As PNPs foram nomeadas de acordo com o farmaco
incorporado, seguido do respectivo tamanho médio hidrodindmico determinado por DLS,
permitindo a identificacido direta da faixa de tamanho de cada sistema.

As formulacdes contendo MXD apresentaram tamanhos médios distintos, variando
de aproximadamente 115 a 549 nm, possibilitando a obtencdo de sistemas com
diferentes perfis dimensionais, conforme proposto no delineamento experimental. Além
disso, todas as formulacdes apresentaram valores de PDI inferiores a 0,2, evidenciando
elevada homogeneidade granulométrica.
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Os valores de potencial zeta das PNPs com MXD foram positivos e superiores a
+30mV, refletindo a adequada estabilidade dos sistemas obtidos. Em relacdo a EE,
observaram-se valores relativamente baixos, com exceg¢do da formulagdo MXD (200,4),
que apresentou EE significativamente superior as demais. Isso se da devido
principalmente, a natureza catibnica do polimero utilizado. A presenca de cargas
positivas na matriz polimérica pode limitar a incorporagao do farmaco, especialmente em
sistemas nos quais predominam interagcbes eletrostaticas desfavoraveis, restringindo,
assim, uma maior retencdo do MXD no interior das nanoparticulas (MA et al., 2024). Cabe
destacar que essa limitacdo ja havia sido previamente indicada pelo modelo preditivo
desenvolvido, o qual apontava menor probabilidade de obtencao de elevados valores de
EE em formulagdes contendo polimeros catibnicos. Ainda assim, essas formulacdes
foram selecionadas para a etapa de penetragao cutanea, uma vez que atendiam aos
critérios estabelecidos para a investigacdo do efeito do tamanho das particulas,
permitindo a fixagdo dos demais parametros fisico-quimicos.

Os valores de pH permaneceram dentro de uma faixa semelhante entre as

formulagdes, indicando boa uniformidade do meio (tabela 4).

Tabela 4. Caracterizagédo das nanoparticulas poliméricas (PNPs) carregadas com o minoxidil (MXD). Os
resultados apresentados estdo como a média (t) de trés determinagdes (n=3).

Amostras m'l,iji'ge(tnrr‘;) PDI P°te?rf‘i\",‘; zeta  EE (o) pH
MXD (115,3)  1153+1,63 0086002  40,86+187 2874+1,06  9,31+0,14
MXD (200.4)  200,4+136  0130+0,01  4017+07  6043+329  826+0,16
MXD (331,23) 33123+124  0160+0,03  3843+089 3724+302 894012
MXD (548,70) 548.70+276 0,09 0,01 44+106 33964021  7.18+0,12

As formulagdes contendo SPL também apresentaram variagdo controlada de

tamanho, entre aproximadamente 137 e 419 nm, mantendo baixos valores de PDI. Os

potenciais zeta permaneceram acima de +30 mV em todas as formulagdes.
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No que se refere a EE, as PNPs contendo SPL apresentaram melhores eficiéncias,
predominantemente entre 60% e 80%, superiores aos observados para as formulacdes
com MXD, indicando maior afinidade desse farmaco com a matriz polimérica utilizada.

Os valores de pH mostraram-se semelhantes entre as formulagdes.

Tabela 5. Caracterizagao das nanoparticulas poliméricas (PNPs) carregadas com a espironolactona (SPL).

Os resultados apresentados estdo como a média (t) de trés determinagdes (n=3).

Diametro

Potencial zeta

Amostras médio (nm) PDI (mV) EE (%) pH
SPL (137,37) 137,37 £ 0,98 0,130 £ 0,03 36,90 + 1,31 79,74 £ 0,70 8,36 + 0,22
SPL (282,13) 282,13 +1,89 0,130 £ 0,00 33,65+ 1,95 70,33+ 1,25 8,26 + 0,19
SPL (325,93) 325,93+ 0,75 0,120 £ 0,01 42,63 £ 0,83 79,59 £ 1,41 8,47 £ 1,23
SPL (419,27) 419,27 + 1,07 0,1+0,02 40,17 £ 0,73 60,43 + 0,50 8,03 + 0,53

De forma geral, as formulagdes selecionadas apresentaram parémetros fisico-
quimicos (tamanho, potencial zeta, PDI e EE) condizentes com as metas estabelecidas.
Assim, os modelos preditivos baseados em RNAs mostraram-se eficazes na orientagao
de sistemas que atendessem aos requisitos de interesse. Além da caracterizacao inicial,
o pH foi determinado nas oito formulagdes destinadas aos estudos de penetracao
cutanea. Essa analise € crucial, pois valores extremos de pH podem comprometer a
integridade da barreira cutanea (LOPEZ-CANO et al., 2022).

Visto que a pele saudavel mantém um pH entre 4,6 e 5,8 — acidez que favorece
a protecdo microbioldgica (MOGHIMIPOUR; SALIMI; LEIS, 2012) — os valores
ligeiramente alcalinos observados neste estudo sugerem uma influéncia direta da
natureza dos polimeros e dos métodos de preparo. Todavia, por se tratar de uma etapa
inicial de desenvolvimento, tais resultados n&o invalidam as PNPs, uma vez que o pH é
passivel de ajuste em etapas de otimizagdo farmacotécnica posteriores para garantir a
adequacao clinica e o uso topico (MOGHIMIPOUR; SALIMI; LEIS, 2012).
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A morfologia e o tamanho das nanoparticulas selecionadas para os ensaios de
penetracéo cutdnea também foram avaliados por MET. As 4 formulag¢des carregadas com
MXD estdo apresentadas na figura 28. As imagens evidenciam particulas
predominantemente esféricas, com definicdo de contorno, indicando adequada formacao

dos sistemas nanoparticulados.

? 266' nm ) ‘ 500 nm »

——

S

Figura 28. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmisséo (MET) das nanoparticulas contendo
minoxidil (MXD): (A) formulagdo MXD (115,3 nm), (B) MXD (200,4 nm), (C) MXD (331,23 nm) e (D) MXD
(548,70 nm. Observam-se particulas predominantemente esféricas, com tamanhos compativeis com os
valores obtidos por espalhamento dinamico de luz. As barras de escala correspondem a 200 nm (A,C) e
500 nm (B,D).
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A partir das imagens de MET, foram determinados os tamanhos das particulas
utilizando o software ImageJ®, obtendo-se valores de 107,40 £ 12,30 nm (Figura 28A),
184,62 + 57,0 nm (Figura 28B), 262,97 + 57,05 nm (Figura 28C) e 629,29nm e 129,97
nm (Figura 28D). Esses resultados mostram um aumento progressivo no tamanho das
nanoparticulas entre as diferentes formulagdes, o que esta de acordo com os valores
obtidos por DLS, que foram de 115,3 nm (Figura 28A), 200,4 nm (Figura 28B), 331,23 nm
(Figura 28C) e 548,70 nm (Figura 28D).

De modo geral, observa-se uma boa concordéncia entre os tamanhos
determinados por MET e por DLS, especialmente para as formulagdées MXD (115,3 nm)
e MXD (200,4 nm), indicando homogeneidade no processo de obtencdo das
nanoparticulas. As pequenas diferengas observadas entre as técnicas sao esperadas,
uma vez que o DLS determina o diametro hidrodinamico das particulas em suspensao,
incluindo a camada de solvatagao e possiveis interagcdes superficiais, enquanto o MET
fornece o tamanho real das particulas em estado seco (BHATTACHARJEE, 2016;
DOMINGOS et al., 2009).

Quanto as PNPs contendo SPL, conforme apresentado figura 29. As imagens
evidenciam a formagao de particulas predominantemente esféricas, com contornos bem

definidos, indicando adequada organizagéo estrutural dos sistemas nanoparticulados.
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Figura 29. Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmisséo (MET) das nanoparticulas contendo
espironolactona (SPL): (A) SPL (137,37 nm), (B) SPL (282,13 nm), (C) SPL (325,93 nm) e (D) SPL (419,27
nm). Observam-se particulas predominantemente esféricas, com tamanhos compativeis com os valores
obtidos por espalhamento dindmico de luz (DLS). As barras de escala correspondem a 200 nm (A) e 500
nm (B-D).

A partir das imagens de MET, foram determinados os tamanhos das particulas,
obtendo-se valores de 136,45 + 25,22 nm (Figura 29A), 185,54 + 29,47 nm (Figura 29B),
324,96 + 3,41 nm (Figura 29C) e 414,94 + 36,62 nm (Figura 29D). Esses resultados
demonstram um aumento progressivo do tamanho das nanoparticulas entre as diferentes
formulacoes.

Os valores obtidos por MET apresentaram boa concordancia com aqueles

determinados por DLS, que foram de 137,37 nm (Figura 29A), 282,13 nm (Figura 29B),
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325,93 nm (Figura 29C) e 419,27 nm (Figura 29D). As diferengas observadas entre os
valores de TEM e DLS, especialmente na formulagdo SPL 282,13 nm, podem ser
atribuidas as particularidades de cada técnica. O DLS fornece o diametro hidrodinamico
das particulas em meio aquoso, considerando a camada de solvatagdo e possiveis
interagdes superficiais, enquanto o TEM permite a visualizagao direta das particulas em
estado seco, refletindo seu tamanho real (BHATTACHARJEE, 2016; DOMINGOS et al.,
20009).

Embora as micrografias obtidas por MET tenham permitido a adequada avaliagéo
da morfologia e do tamanho das nanoparticulas, observa-se, em algumas imagens, a
presenca de ruido de fundo, variagdes de contraste e diferengas na intensidade do nivel
de cinza. Esses aspectos podem estar relacionados a fatores inerentes a preparacao da
amostra, como a presenga de residuos do meio de dispers&o, condi¢des de secagem na
grade e concentragdo da suspensao, bem como as condigbes de aquisi¢do das imagens
(MICHEN et al., 2015; KgKOL et al., 2023).

Adicionalmente, em determinados painéis, nota-se leve reducdo na nitidez e
heterogeneidade visual, o que pode interferir parcialmente na padronizagéo das figuras.
No entanto, tais limitagdes ndo comprometeram a analise morfoldgica, uma vez que as
particulas apresentaram contornos bem definidos, permitindo a mensuracédo confiavel
dos diametros por meio do software ImageJ®. Ressalta-se que, apesar dessas
limitacbes, os valores obtidos por MET apresentaram boa concordancia com os dados
de DLS, reforgando a consisténcia dos resultados. Dessa forma, as micrografias foram
consideradas adequadas para a caracterizagao morfoldgica dos sistemas desenvolvidos,

validando a formag&o das nanoparticulas contendo os farmacos estudados.

5.3.1 Curva padrao de espironolactona e minoxidil pelo método espectroscépico UV

A curva de calibragao padrao do MXD e da SPL mostraram-se linear no intervalo
de concentragado de 0-25 yg/mL (Figura 30), com valor de R? de 0,9967 para o MXD
(Figura 30A) e R? de 0,9968 para SPL (Figura 30B) valores estes que estado dentro dos
limites estabelecidos pela pela RE n°® 166 de 2017 da ANVISA (BRASIL, 2017) e FDA
(FDA, 1994).
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Figura 30. Curva de calibragao da espironolactona (SPL) (A) e do minoxidil (MXD) (B).

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Todas as nanoparticulas formadas foram avaliadas apdos 90 dias de
armazenamento a 4 °C. Dentre as 47 formulagdes que resultaram na formacao de PNPs
contendo MXD, 17 amostras mantiveram-se homogéneas apos o periodo de
armazenamento. Essas 17 formulagdes estaveis foram novamente caracterizadas quanto
as suas propriedades coloidais. A comparagao entre os resultados das caracterizacdes

no dia da producao e de 90 dias depois estdo apresentados na figura 31.
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Figura 31. Avaliagdo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas poliméricas (PNPs) contendo
minoxidil (MXD) ao longo do armazenamento. (A) Tamanho médio de particula (nm), (B) indice de
polidispersidade (PDI), (C) potencial zeta (mV) e (D) eficiéncia de encapsulagdo (EE) determinados no dia
1 e ap6s 90 dias de armazenamento para as diferentes formulagdes (MXD1-MXD17).

Em relagdo ao tamanho médio (Figura 31A), verificou-se que a maioria das
formulagbes apresentou variagdes discretas entre o dia 1 e o dia 90, indicando adequada
estabilidade dimensional. No entanto, algumas amostras, como MXD16, evidenciaram
aumento mais pronunciado, sugerindo possivel processo de agregagcdo ou rearranjo
estrutural ao longo do tempo. Os valores de PDI (Figura 31B) permaneceram, em sua
maioria, abaixo de 0,3, indicando distribuigdo relativamente homogénea das particulas.
Entretanto, algumas formulagbes apresentaram aumento significativo do PDI apds 90
dias, sugerindo inicio de instabilidade coloidal e maior heterogeneidade populacional.
Quanto ao potencial zeta (Figura 31C), as formulagdes apdés o periodo de
armazenamento de 90 dias, apresentaram uma notavel manutencédo da polaridade das
cargas em todas as formulagdes. Embora pequenas variagées tenham sido detectadas

— como a sutil redugao nos valores positivos das amostras MXD 1 e 2 e o incremento da
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carga negativa em formulagdes como MXD 8 e 13, os valores absolutos permaneceram,
em sua maioria, acima de |20 mV|.

A EE apresentou variagdes moderadas ao longo do armazenamento (Figura 31D),
a maioria das amostras demonstrou uma estabilidade quimica satisfatéria, mantendo
percentuais de EE% muito proximos aos valores originais, como observado de forma
notavel na amostra MXD 3, que preservou a maior eficiéncia do estudo (= 74%) sem
perdas detectaveis. Contudo, perdas acentuadas de farmaco foram registradas em
formulagdes especificas, com destaque para a MXD 2, que sofreu uma reducgao drastica
de cerca de 27% para menos de 10%, e a MXD 16, evidenciando processos de liberagao
prematura ou "vazamento" (leaching) do MXD da matriz polimérica durante o periodo de
prateleira.

A analise comparativa dos parédmetros ao longo de 90 dias de armazenamento
indica comportamentos distintos quanto a estabilidade fisico-quimica das formulacdes
(Figura 31). De modo geral, o potencial zeta foi o parametro que apresentou maior
estabilidade, com variacbes discretas entre o dia 1 e o dia 90, evidenciando a
manutengdo das caracteristicas de carga superficial das nanoparticulas. O tamanho
meédio e o PDI apresentaram estabilidade intermediaria. Embora a maioria das
formulagbes tenha mantido valores préximos aos iniciais, algumas amostras exibiram
aumentos moderados, sugerindo a ocorréncia pontual de processos de agregagao ou
reorganizagao estrutural ao longo do armazenamento.

Por outro lado, a EE foi o parametro mais sensivel ao tempo, apresentando
reducdes mais expressivas em diversas formulacdes apds 90 dias. Esse comportamento
pode estar associado a difusdo gradual do farmaco para o meio externo ou a alteragdes
na matriz polimérica, resultando em menor capacidade de retengcado do ativo. De forma
integrada, esses resultados indicam que, enquanto as propriedades superficiais das
nanoparticulas permaneceram relativamente preservadas, os aspectos relacionados a
retencao do farmaco mostraram-se mais suscetiveis as condi¢des de armazenamento.

Em relacdo a estabilidade das PNPs contendo SPL, das 32 formulagdes
consideradas viaveis no primeiro dia, apenas uma amostra permaneceu estavel apés 90
dias de armazenamento. As demais formulag¢des apresentaram deposigao de material no

fundo do frasco durante o periodo de armazenamento, sendo, portanto, descartadas.
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Esse comportamento indica uma elevada susceptibilidade das formulagdes contendo
SPL a instabilidade coloidal, possivelmente relacionada as propriedades fisico-quimicas
do farmaco, como baixa solubilidade aquosa, elevada hidrofobicidade e limitada afinidade
com a matriz polimérica. Tais caracteristicas podem favorecer a reorganizagao estrutural
das nanoparticulas, promovendo a coalescéncia, o aumento do tamanho efetivo das
particulas e, consequentemente, a sedimentacao (DEREIAH et al., 2024).

Quanto as formulagdes selecionadas para o estudo de penetracdo cutanea, no
caso das PNPs contendo MXD, das 4 amostras de nanoparticulas produzidas, 3
mantiveram-se homogéneas, enquanto uma apresentou indicios de separagéo de fases.
As fotografias das formulagdes correspondentes a essas nanoparticulas no dia 1 e dia

90 estdo apresentadas na figura 32.

MXD (115.3 nm) MXD (331.23 nm)
Dia 1 ' Dia 90

MXD (200.4 nm) MXD (548.70 nm)
Dia 1 ‘ Dia 90 Dia 1 | Dia 90

Figura 32. Fotografia das formula¢gdes de nanoparticulas de MXD (115.3 nm), MXD (200.4 nm), MXD
(331.23 nm) e MXD (548.70nm) no dia em que foram produzidas e apds 90 dias armazenadas na geladeira.
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Os valores de diametro hidrodinamico, PDI, potencial zeta e pH das amostras de
PNPs contendo MXD, que permaneceram visualmente homogéneas no dia 1 e apos 90

dias, estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Caracterizagéo das nanoparticulas poliméricas (PNPs) carregadas com o minoxidil (MXD) no dia
1 e dia 90. Os resultados apresentados estdo como a média (z) de trés determinagdes (n=3).

Diametro médio (nm) PDI Potencial zeta (mV) EE (%) pH

Amostras

106,07 + 0,32 39,07 £ 0,86

7,49+0,14

18,39 £ 0,57

MXD (115,3) 0,150 * 0,05

MXD (200,4) 124,47 + 2,47 30,40 £ 1,51

8,20 £ 0,25

33,40 £0,77

0,390 + 0,07

MXD (548,7) 473,30 + 0,84 0,120 + 0,02 43,23 +£0,55

8,30 £ 0,33

26,40 + 0,25

A avaliagao da estabilidade fisico-quimica das 3 PNPs contendo MXD que nao
precipitaram, revelou mudangas estruturais e quimicas significativas apds o periodo de
90 dias. No que tange ao tamanho hidrodindmico, observou-se uma redugao
estatisticamente significativa (p<0,05) em todas as formulagbes. Este fenbmeno foi
particularmente critico para a amostra MXD 200, cujo didmetro decresceu de 200,4+1,36
nm para 124,47+2,47 nm. Paralelamente, esta formulacdo apresentou um aumento
expressivo e significativo no PDI (de 0,130 para 0,390; p<0,01), sugerindo um processo
de rearranjo estrutural ou degradagdo da matriz que resultou em uma populagdo de
particulas polidispersas (REIS et al., 2014). Por outro lado, a formulagdo MXD 548
demonstrou maior robustez fisica, mantendo um PDI estavel (0,09 para 0,120; p>0,05),
apesar da reducédo no tamanho médio.

A redugéo do diametro hidrodindmico, concomitante ao aumento do PDI, sugere
processos de reestruturagdo da populagdo coloidal, possivelmente envolvendo
desagregacao parcial de agregados iniciais, compactagdo ndo homogénea das particulas
poliméricas ou perda seletiva de fragdes maiores por sedimentacdo/adesao as
superficies. Esses fendbmenos podem levar a particulas individualmente menores, porém

com distribuicdo de tamanhos mais ampla, em concordéncia com relatos de estabilidade
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a longo prazo de PNPs e nanoplasticos aquosos (KANKANEN et al., 2020;
HILDEBRANDT; THUNEMANN, 2023; SUN et al., 2023; KUZNETSOVA et al., 2023).

Em relagdo ao potencial zeta, todas as amostras mantiveram valores em maodulo
superiores a |30] mV, garantindo a manutencdo da repulsdo eletrostatica. Contudo, a
MXD 200 exibiu uma reducgdo significativa de 40,17+1,92 mV para 30,40+1,51 mV
(p<0,05), sinalizando uma possivel alteragdo na densidade de carga superficial ao longo
do tempo.

O parametro mais afetado foi a EE. Houve uma queda drastica e extremamente
significativa (p<0,001) na retenc&o do farmaco em todos os sistemas. A maior perda foi
observada na MXD 200, com uma redugdo absoluta de aproximadamente 27% no
farmaco encapsulado. Este vazamento (leaking) do MXD para a fase externa esta
correlacionado com as variagdes acentuadas de pH observadas, especialmente na MXD
115 (9,31 para 7,49; p<0,001) e MXD 548 (7,18 para 8,30; p<0,001). Tais oscilagdes de
pH sugerem a ocorréncia de instabilidade quimica ou a formacéo de subprodutos de
degradacgao da matriz ou do préprio farmaco (REIS et al., 2014; SHAH et al., 2022).

Em conclusdo, embora as nanoparticulas tenham mantido estabilidade
eletrostatica para evitar a agregagédo, os dados estatisticos confirmam que o sistema
apresenta instabilidade estrutural e de retencdo de carga ativa apdés 90 dias de
armazenamento. A formulagdo MXD (548,70) destacou-se pela menor variabilidade nos
PDI, embora a perda de EE% em todos os casos aponte para a necessidade de
otimizagado da composigéo visando o aumento da shelf-life do produto.

Em relacdo as quatro amostras de PNPs contendo SPL, nenhuma das
formulagcbes manteve estabilidade apos 90 dias de armazenamento, apresentando

formagao de precipitados e indicios de separacao de fases (Figura 33).
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Figura 33. Fotografia das formulagdes de nanoparticulas de SPL (137.37 nm), SPL (282.13 nm), SPL
(325.93 nm) e SPL (419.27 nm) no dia em que foram produzidas e apos 90 dias armazenadas na geladeira.

Apesar da instabilidade observada ao longo de 90 dias, a manutencdo da
integridade estrutural, baixos PDI e alta EE no dia 1 sugerem que estas nanoparticulas
possuem potencial para aplicagdo extemporanea. Sistemas nanocarreadores de curta
estabilidade sdo comuns em terapias avangadas, onde a eficacia biologica imediata
sobrepde-se a necessidade de armazenamento prolongado (KIM et al., 2024). Dessa
forma, as formulagdes propostas poderiam ser viaveis para protocolos de uso imediato
ou 'point-of-use', onde o preparo e a aplicagcdo ocorrem em um intervalo de tempo
reduzido, garantindo que o farmaco atinja o sitio de agdo em sua forma nanoencapsulada
ideal (MAJUMDER; TARATULA; MINKO, 2019).

5.5 DESENVOLVIMENTO DOS MODELOS PREDITIVOS DO MINOXIDIL E
ESPIRONOLACTONA

O modelo de RNA para as PNPs com MXD, alcancou, apés o treinamento com as
127 formulacbes, métricas de acuracia e precisao de 79% e 85%, respectivamente. Ja o
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modelo para as PNPs com SPL alcangou métricas de acuracia e precisdo de 72% e 81%,
respectivamente. Em modelos preditivos com RNAs de classificagcdo, acuracia é a
proporgcao de previsdes corretas sobre o total de amostras (numero de acertos dividido
pelo numero total de exemplos), sendo amplamente usada para avaliar o quao bem o
modelo distingue classes ou acerta rétulos em geral (SIREGAR; WANTO, 2017; LAU;
SUN; YANG, 2019). Precisao, por sua vez, mede, entre todas as amostras que a rede
previu como pertencentes a uma classe positiva, qual fracdo realmente € positiva, ou
seja, indica a “pureza” das previsdes positivas e esta diretamente ligada a reducgéo de
falsos positivos (KARN, 2024). Acuracia € importante para ter uma visdo global do
desempenho do modelo e comparar diferentes arquiteturas ou algoritmos de treinamento
de redes neurais em tarefas preditivas (JIERULA et al., 2021; SIREGAR; WANTO, 2017;
LAU; SUN; YANG, 2019). Ja a preciséao é crucial em aplicagbes em que rotular algo como
positivo traz alto custo caso esteja errado, pois ajuda a selecionar modelos que erram
menos ao “afirmar” que uma instancia é positiva (ZUREY; ISMAIL; MUSTAPHA, 2020;
KARN, 2024).

Os modelos desenvolvidos para os dois farmacos foram capazes de orientar
formulagbes com as caracteristicas de tamanho, PDI, potencial zeta e EE desejados para
0s ensaios in vitro de penetracdo cutadnea. Para visualizar a capacidade de predi¢cdo do
modelo em relagdo a essas propriedades, foi construido um grafico comparando os
valores preditos pela RNA e os valores encontrados experimentalmente para as PNPs
com MXD (Figura 34).
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Figura 34. Comparagao entre os valores preditos pelo modelo de aprendizado de maquina (ML) e os
valores experimentais obtidos para nanoparticulas poliméricas (PNPs) contendo minoxidil (MXD) para o
tamanho médio de particula (nm) (A), indice de polidispersidade (PDI) (B), potencial zeta (mV) (C) e
(eficiéncia de encapsulagao (EE, %) (D) para as formulagbes selecionadas. As barras de erro indicam o
desvio padrao (n = 3).

Para o tamanho médio (Figura 34A), o modelo apresentou elevada acuracia para
as formulagdes MXD115,3, MXD200,4 e MXD331,23, com diferencas discretas entre os
valores preditos e experimentais. Entretanto, para a formulagdo MXD548,70, observou-
se uma subestimacdo do tamanho pelo modelo. Em relagdo ao PDI (Figura 34B),
verificou-se tendéncia a superestimacao dos valores pelo modelo, especialmente para as
formulagbes MXD115,3 e MXD200,4. Experimentalmente, os sistemas apresentaram
valores inferiores, indicando maior homogeneidade do que a inicialmente prevista. O
potencial zeta apresentou elevada concordéncia entre valores preditos e experimentais
em todas as formulagbes avaliadas (Figura 34C). As variagdes observadas foram
minimas, permanecendo dentro da faixa de erro experimental, o que demonstra a
robustez do modelo na previsao das propriedades superficiais das nanoparticulas. Para
a EE, o modelo previu adequadamente a tendéncia geral entre as formulagdes,
especialmente para MXD115,3 e MXD331,23. No entanto, para a formulagdo MXD200,4,
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observou-se subestimacgao dos valores experimentais, sugerindo maior afinidade entre o
farmaco e a matriz polimérica do que inicialmente prevista (Figura 34D).

De forma integrada, os resultados demonstram que o modelo preditivo
desenvolvido para as PNPs com MXD apresentou elevado desempenho preditivo,
especialmente para o potencial zeta e para a classificagdo das formulacbes em faixas
distintas de tamanho. As discrepancias observadas em alguns casos refletem a
complexidade inerente aos sistemas nanoparticulados e a influéncia de variaveis
experimentais ndo completamente representadas no conjunto de treinamento.

Quanto aos resultados dos parametros comparados entre os valores preditos e
experimentais das PNPs com SPL, podemos observa-los na figura 35.
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Figura 35. Comparagao entre os valores preditos pelo modelo de aprendizado de maquina (ML) e os
valores experimentais obtidos para nanoparticulas poliméricas (PNPs) contendo espironolactona (SPL)
para o Tamanho médio de particula (nm) (A), indice de polidisperséao (PDI) (B), potencial zeta (mV)(C) e

eficiéncia de encapsulagao (EE, %) (D) para as formulagbes selecionadas. As barras de erro indicam o
desvio padrao (n = 3).

No que tange ao tamanho médio para as PNPs com SPL (Figura 35A), o modelo
demonstrou altissima acuracia para as formulagdes SPL 282,13 e SPL 419,27, cujos

valores experimentais foram praticamente idénticos aos preditos. Em contrapartida,
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observou-se uma elevada discrepancia na formulacdo SPL 137,37, onde o modelo
superestimou significativamente o tamanho, e na SPL 325,93, que apresentou uma
subestimagao experimental.

Em relacdo ao PDI (Figura 35B), verificou-se uma tendéncia sistematica a
superestimacgao dos valores pelo modelo em todas as amostras analisadas. Assim como
observado para as PNPs de MXD, os resultados experimentais foram inferiores aos
preditos, indicando que o processo de sintese gerou sistemas mais homogéneos e
monodispersos do que o inicialmente previsto.

Quanto ao potencial zeta (Figura 35C) e a EE (Figura 35D), observou-se uma
excelente concordéancia global. Os valores preditos permaneceram muito proximos aos
experimentais em todas as formulagcbes avaliadas, com variagbes minimas que se
enquadram dentro da margem de erro experimental. De forma integrada, os resultados
demonstram que, apesar de discrepancias isoladas em tamanhos especificos, o0 modelo
apresenta elevado desempenho preditivo e confiabilidade.

Esses achados confirmam a utilidade de abordagens orientadas por dados nao
apenas para aumentar a eficiéncia experimental, mas também para possibilitar o desenho
racional de sistemas de liberacdo de farmacos baseados em nanoparticulas. A
metodologia aplicada é estruturalmente escalavel e adaptavel, podendo ser aplicada a
outros sistemas nanotecnoldgicos, acelerando o desenvolvimento de formulagdes e
apoiando iniciativas de Qualidade por Desenho (Quality by Design) na pesquisa
farmacéutica. Assim sendo, o modelo preditivo da producédo de nanoparticulas, utilizando
PNPs carregadas com MXD e SPL foi capaz de aprender de forma eficaz relagbes
complexas e nao lineares entre os parametros de formulacdo e caracteristicas das

nanoparticulas.

5.6 METODO BIOANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO MINOXIDIL E
ESPIRONOLACTONA

Conforme os trabalhos de Nunes (2021) e Matos et al. (2015), os métodos
bioanaliticos empregados para a quantificagdo de MXD e SPL demonstraram ser
lineares, seletivos, precisos, sensiveis e exatos. Os tempos de retencéo foram de 4,3 min
para o MXD e 9,8 min para o SPL. Para o presente estudo, foi realizada apenas a
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avaliacao da linearidade, com o objetivo de verificar a adequagédo do método as faixas de

concentracao utilizadas nas analises das amostras.

5.6.1 Linearidade

A analise da linearidade de um método analitico verifica a capacidade de se obter,
dentro de um intervalo definido, respostas diretamente proporcionais as concentracdes
do analito (BRASIL, 2017). As curvas analiticas obtidas para a quantificacdo de SPL e
MXD em metanol estdo apresentadas na figura 36.
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Figura 36. Representacdo grafica de uma curva analitica obtida por HPLC para a quantificagao de
espironolactona (SPL) (A) e minoxidil (MXD) (B), em metanol, na faixa de concentragao de 1,0 a 25,0
pg/mL. Equagéo da reta para a SPL: y = 45919x + 9291,7. Coeficiente de correlagdo da SPL: 0,9984.
Equacéo da reta para o MXD: y = 87345x + 18714. Coeficiente de correlagao da canrenona: 0,998.

Por meio do calculo da regressao linear para as curvas, verificou-se que o0s
coeficientes de correlagéo linear (R?) obtidos foram iguais a 0,9984 e 0,998 para a SPL
e MXD, respectivamente, valores estes que estdo dentro dos limites estabelecidos pela
RE n° 166 de 2017 da ANVISA (BRASIL, 2017) e FDA (FDA, 1994). Os altos valores
numericos encontrados para o coeficiente angular (45919 + 816,8 e 89213 £ 1.760,5 para
SPL e MXD, respectivamente) indicam respostas adequadas do método em relagéo a
diferentes concentracdes. O teste t de Student mostrou que o slope foi diferente de zero
(p <0,05), conforme recomendado (ICH, 2006). Assim, os métodos desenvolvidos foram
considerados lineares para a quantificagdo de SPL e MXD na faixa.
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5.7 ESTUDOS IN VITRO DE PENETRAGCAO CUTANEA DA ESPIRONOLACTONA E
MINOXIDIL A PARTIR DAS NANOPARTICULAS SELECIONADAS

Os ensaios in vitro de penetragao cutanea foram realizados com 8 formulagdes de
PNPs simuladas pelo modelo preditivo, sendo quatro encapsuladas com MXD e quatro
com SPL. Para cada farmaco, foram mantidas semelhantes as propriedades de potencial
zeta, PDI e EE, e foram selecionados quatro tamanhos de particulas distintos por
farmaco, de modo a permitir a avaliagdo da influéncia do tamanho das PNPs na
penetragcdo cutanea, minimizando a interferéncia de outros parametros.

Os resultados com as PNPs com MXD tiveram, no geral, maior acumulo do
farmaco na PV, com a excegdo da MXD (200.4) (Figura 37). Esse comportamento pode
ser atribuido as caracteristicas fisico-quimicas do MXD base (moderada lipofilicidade,
baixo peso molecular) e ao perfil de liberacdo controlada conferido pelas PNPs, que
favorecem a difusdo do farmaco para camadas mais profundas da pele apos a
penetragao inicial pelo EC (MATOS et al., 2023; PERVAIZ et al., 2020; MATOS et al.,
2015).
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Figura 37. Comparagéo da recuperagio de espironolactona (SPL) (ug/cm?) em cada camada da pele para
cada formulagédo de nanoparticula polimérica (PNP): SPL (137.37) (A), SPL (282.13)(B), SPL (325.93)(C)
e SPL (419.27) (D). O simbolo (*) representa as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). As
barras representam o desvio padrao de 6 determinagdes (n=6).

Também foi detectada a presenga de MXD no MR em quantidades quantificaveis
para todas as formulagbes de PNPs avaliadas (Figura 38), evidenciando a capacidade
do farmaco de atravessar as diferentes camadas da pele. Destaca-se que a formulagao
MXD (200,4 nm) apresentou quantidade significativamente superior de farmaco no MR,

quando comparada as demais formulag¢des (p < 0,0001), indicando maior permeagao
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transdérmica. Em contraste, as formulagbées MXD (115,3 nm), MXD (331,23 nm) e MXD
(548,70 nm) apresentaram valores substancialmente menores e semelhantes entre si.
Esse comportamento pode ser explicado por um balango favoravel entre tamanho de
particula, liberagdo do farmaco e difusdo cutanea observado para a formulagdo MXD
(200,4 nm), que parece ter otimizado a passagem do MXD pela pele (ABD et al., 2018;
REIS et al., 2014).
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Figura 38. Quantidade (ug/cm?) de MXD liberado no meio receptor de cada PNP no estudo in vitro de
penetracao cutanea.

Ao analisar a deposicdo de MXD nos FPs (Figura 39A), percebe-se que a
formulacdo MXD (200,4) apresentou a maior deposigao folicular, diferindo
estatisticamente das demais (**** p < 0,0001 em relagédo a 115,3 nm e * p < 0,05 em
relacdo a 331,23 nm). As particulas MXD (331,23) e MXD (548,70) apresentaram
deposicédo intermediaria, sendo que a maior dimensao resultou em menor eficiéncia

quando comparada as nanoparticulas de 200,4 nm (** p < 0,01). Ja as particulas menores

84



(115,3 nm) apresentaram a menor quantidade de MXD recuperada, sugerindo que
tamanhos muito reduzidos podem nao favorecer a retencéao folicular para esse farmaco.
Esses resultados parecem indicar a existéncia de um tamanho 6timo de particula para

maximizar a deposi¢ao de MXD nos FPs na faixa de 200nm.
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Figura 39. Recuperagédo de minoxidil (MXD) (ug/cm?) nos foliculos pilosos (A), estrato corneo (EC) (B),
pele remanescente (C) e o fator de direcionamento (D) do MXD para os foliculos pilosos (FP). O simbolo
(*) representa as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). As barras representam o desvio
padréo de 6 determinagdes (n=6).
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Conforme apresentado na figura 39B, observa-se que o aumento do tamanho das
particulas resultou em maior quantidade de MXD recuperada do estrato corneo.
Entretanto, a formulagdo MXD (200.4) apresentou um comportamento distinto das
demais, por ndo seguir a tendéncia linear de aumento da deposi¢ao do farmaco no EC a
medida que o tamanho das particulas aumenta. Além disso, essa formulagdo demonstrou
deposigao significativamente maior nos FPs (Figura 39A), em detrimento da retengéo no
PV, conforme discutido anteriormente.

Em relagdo ao PV, conforme apresentado na figura 39C, observa-se que a
formulacdo MXD (331.23) apresentou a maior deposicdo no PV, diferindo
estatisticamente das demais formulagées (*** p < 0,001; **** p < 0,0001). Por outro lado,
a formulagdo MXD (200.4) apresentou a menor quantidade de MXD recuperada nessa
camada, comportamento que refor¢ca seu direcionamento preferencial para os FP, em
detrimento da retencdo no PV e no EC, conforme observado anteriormente. As
formulagbes com particulas 115,3 nm e 548,70 nm apresentaram valores intermediarios
de deposigao, sugerindo que tamanhos extremos tendem a favorecer maior retengéo no
PV quando comparados as particulas de tamanho intermediario.

A figura 39D mostra o fator de direcionamento folicular do MXD para cada
formulacéo, correspondendo a porcentagem de farmaco depositado nos FP da pele em
relacdo a quantidade total de farmaco que penetra nas trés camadas da pele. Observa-
se que a formulagdo MXD (200,4) apresentou o maior fator de direcionamento folicular,
diferindo significativamente das demais formulagbes (**** p < 0,0001), o que indica maior
eficiéncia no direcionamento do farmaco para os foliculos pilosos. As formulacdes
contendo particulas de 115,3 nm, 331,23 nm e 548,70 nm apresentaram fatores de
direcionamento significativamente menores, sugerindo menor seletividade folicular.
Esses resultados reforcam que particulas de tamanho intermediario favorecem o
targeting folicular, corroborando os dados de deposigc&o observados nas demais camadas
da pele.

Em conjunto, os resultados demonstram que embora a maioria das formulagdes
tenha apresentado maior acumulo na pele viavel, a formulagdo MXD (200,4) destacou-
se por exibir menor retencdo nessa camada e no EC, associada a maior deposi¢ao nos
FP e maior quantidade de farmaco no meio receptor, indicando permeacao transdérmica
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mais eficiente. Esse perfil diferenciado refletiu-se no maior fator de direcionamento
folicular observado para essa formulacéo, evidenciando maior seletividade para os FP.
Em contraste, particulas menores ou maiores apresentaram maior retencdo no EC ou na
pele viavel, com menor eficiéncia de targeting folicular. Assim, os dados indicam a
existéncia de um tamanho 6timo de particula, em torno de 200 nm, capaz de equilibrar
liberacdo do farmaco, difusdo cutanea e direcionamento folicular, reforcando o potencial
das PNPs como estratégia promissora para a entrega cutanea e folicular do MXD.

A SPL possui um log P de 2,78 (DOLOWY; PYKA, 2015), sendo um farmaco com
propriedades mais lipofilicas e com alta capacidade de interagir com os lipideos do EC.
De fato, apds os experimentos de penetracado cutanea, todas as PNPs exceto pela SPL
(137.37), que se acumulou mais no PV, teve maior acumulo no EC em detrimento das
demais camadas da pele (PV e FP) (Figura 40). Também foi detectada a presencga de
SPL no meio receptor em quantidades quantificaveis (Figura 41), o que € compativel com
os protocolos de ensaios de permeacao cutanea in vitro, nos quais a recuperagao do
permeante no MR constitui um indicador padréo da transposi¢gao completa da barreira
cutanea. Essa observacdo fundamenta-se no principio de que um promotor de
penetracdo cutanea, por definicdo, deve penetrar na pele para exercer seu efeito, sendo
esperado que atravesse o EC e alcance tanto as camadas viaveis da pele quanto o fluido
receptor. Além disso, a literatura indica que veiculos e promotores de permeag¢ao podem
apresentar fluxos difusivos elevados — em alguns casos superiores aos do préprio
farmaco associado — o que justifica sua detecgdo em quantidades mensuraveis no
compartimento receptor apds o periodo de incubagao (ZARMPI et al., 2024; KUMAR et
al., 2015; SIM et al., 2025).
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Figura 40. Comparagéo da recuperagio de espironolactona (SPL) (ug/cm?) em cada camada da pele para
cada formulagédo de nanoparticula polimérica (PNP): SPL (137.37) (A), SPL (282.13)(B), SPL (325.93)(C)
e SPL (419.27)(D). O simbolo (*) representa as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). As
barras representam o desvio padrdo de 6 determinagdes (n=6).
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Figura 41. Quantidade (ug/cm?) de SPL liberado no meio receptor de cada PNP no estudo in vitro de

penetracao cutanea.

As concentragdes de SPL recuperadas do EC, FP e PV apds 12 h de tratamento

da pele com as suspensdes das quatro PNPs estdo mostradas na Figura 49.

Ao analisar a deposicéo de SPL nos FP (Figura 42A), observou-se que, em termos
de quantidade recuperada (pg/cm?), a PNP de maior tamanho de particula, SPL (419,27),
promoveu o maior acumulo. Destaca-se que a formulagdo SPL (282,13) apresentou um
acumulo folicular substancialmente inferior em comparagdo as demais nanoparticulas
avaliadas. Quantitativamente, o acumulo promovido por essa formulagdo foi
aproximadamente 12,8 vezes menor que o observado para a SPL (137,37 nm), 8,6 vezes
menor em relagdo a SPL (325,93 nm) e cerca de 23 vezes inferior ao da SPL (419,27

nm), sendo essas diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 42. Recuperagéo de espironolactona (SPL) (ug/cm?) nos foliculos pilosos (A), estrato corneo (EC)
(B), pele remanescente (C) e o fator de direcionamento (D) do SPL para os foliculos pilosos (FP). O simbolo
(*) representa as diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). As barras representam o desvio
padréo de 6 determinagdes (n=6).

Conforme apresentado na figura 42B, observou-se que a SPL penetrou de forma
significativa no EC apds 12 h de tratamento da pele para todas as PNPs avaliadas.

Entretanto, a nanoparticula SPL (419,27) destacou-se por promover um acumulo

90



substancialmente superior no EC, superando de maneira estatisticamente significativa as
demais formulacdes. Quantitativamente, essa formulagcdo apresentou um acumulo de
113,47 pg/cm?, valor aproximadamente 7 vezes maior que o observado para a SPL
(137,37 nm) (16,03 pg/cm?), 12 vezes superior em relagdo a SPL (282,13 nm) (9,33
pg/cm?) e 6 vezes maior do que o da SPL (325,93 nm) (18,16 pg/cm?). Em contraste, as
formulagbées SPL (137,37), SPL (282,13) e SPL (325,93) apresentaram perfis
semelhantes de deposi¢ao no estrato cérneo, sem diferencas expressivas entre si.

De forma coerente, a formulagao SPL (419,27 nm) também apresentou o maior
acumulo nos foliculos pilosos, comportamento que pode ser explicado por um efeito
ampliado de retencao cutanea. Nanoparticulas de maior tamanho tendem a apresentar
menor permeacao transdérmica profunda, favorecendo sua permanéncia nas camadas
superficiais da pele, especialmente no estrato cérneo, que atua como um reservatorio
inicial. Esse aumento do tempo de residéncia no EC eleva a disponibilidade local da
formulacdo na interface cuténea, favorecendo sua migragcdo e retengdo nos Ostios
foliculares, que constituem vias naturais de descontinuidade da barreira cutanea. Assim,
o elevado acumulo observado nos foliculos pilosos pode ser compreendido como
consequéncia direta da maior retencdo no estrato cérneo, indicando que ambos os
compartimentos atuam de maneira complementar no direcionamento tépico da SPL
(BLUME-PEYTAVI; VOGT, 2011; RANCAN et al., 2012; PEREIRA et al., 2023).

Em relacdo a retengdo do farmaco na PV (Figura 42C), que corresponde a
epiderme viavel e derme, observou-se um perfil distinto daquele verificado no EC e nos
FPs. A maior retencdo de SPL na PV foi promovida pela formulagdo SPL (137,37 nm),
enquanto a formulacédo SPL (282,13 nm) apresentou valores significativamente inferiores,
evidenciando baixa capacidade de deposi¢ao nesse compartimento. As formulagdes SPL
(325,93 nm) e SPL (419,27 nm) apresentaram retengao intermediaria, estatisticamente
inferior a observada para a SPL (137,37 nm). Esse comportamento sugere que
nanoparticulas de menor tamanho favorecem a penetracdo do farmaco nas camadas
mais profundas da pele, possivelmente em fungdo de maior mobilidade e difusao atraves
das estruturas cutaneas, enquanto nanoparticulas de maior tamanho tendem a
permanecer predominantemente retidas nos compartimentos mais superficiais, como o

EC e os FP. Dessa forma, os resultados indicam um efeito dependente do tamanho de
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particula, no qual particulas menores favorecem a retenc¢ao na pele viavel, ao passo que
particulas maiores promovem maior retencao superficial, reduzindo a deposi¢cao nas
camadas viaveis da pele.

A figura 42D mostra o fator de direcionamento folicular do SPL para cada
formulagéo. Observou-se que as formulagbes SPL (137,37 nm) e SPL (325,93 nm)
apresentaram os maiores valores, indicando maior eficiéncia no direcionamento do
farmaco para esse compartimento cutaneo. Em contraste, a formulagdo SPL (282,13 nm)
apresentou o menor fator de direcionamento, sendo estatisticamente inferior as
formulagdes SPL (137,37 nm) e SPL (325,93 nm).

A formulagdo SPL (419,27 nm) apresentou um valor intermediario, sem diferenga
estatistica significativa em relagdo as demais. Esses resultados reforcam que o
direcionamento folicular ndo depende exclusivamente do tamanho absoluto das
nanoparticulas, mas de um balanco entre retencdo superficial, mobilidade cutanea e
capacidade de acesso ao ostio folicular. Embora a formulagdo SPL (419,27 nm) tenha
promovido elevado acumulo absoluto no EC e nos foliculos pilosos, seu fator de
direcionamento foi moderado, possivelmente em fungdo do acumulo predominante no
estrato corneo. Por outro lado, as formulagbes SPL (137,37 nm) e SPL (325,93 nm)
apresentaram maior seletividade para os FP, refletida em valores mais elevados de fator
de direcionamento.

Os resultados do estudo de penetracdo cutdnea para PNPs com SPL neste
trabalho demonstram que o tamanho das nanoparticulas exerce influéncia determinante
e nao linear sobre a distribuicdo cutadnea da SPL, afetando simultaneamente a retencao
no EC, nos FP e na PV. Nanoparticulas de maior tamanho favoreceram a retengéo
superficial, com acumulo expressivo no EC e nos foliculos pilosos, enquanto
nanoparticulas menores apresentaram maior capacidade de penetracdo nas camadas
viaveis da pele.

De forma global, os estudos de penetragdo cutanea realizados com PNPs
contendo MXD e SPL demonstram que o tamanho das particulas exerce papel relevante
na modulacdo da permeacdo cutanea, da distribuicdo do farmaco nas diferentes
camadas da pele e do direcionamento folicular. No entanto, considerando que as

nanoparticulas avaliadas apresentavam a mesma composi¢cdo polimérica e diferiam
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essencialmente quanto ao farmaco encapsulado, os resultados indicam que o
comportamento cutaneo observado nao pode ser atribuido exclusivamente ao tamanho
das particulas.

As diferengas nos perfis de deposicado e permeagao entre MXD e SPL sugerem
que propriedades intrinsecas dos farmacos, como lipofilicidade, afinidade pela matriz
polimérica, estado fisico no interior das nanoparticulas e perfil de liberagdo, também
desempenham papel determinante na interacdo com a barreira cutanea. Para o MXD,
particulas de tamanho intermediario (~200 nm) favoreceram maior permeagéo
transdérmica e direcionamento folicular, enquanto, para a SPL, observou-se um efeito
nao linear do tamanho, com maior retencéo superficial associada as particulas maiores
€ maior penetracdo nas camadas viaveis promovida por particulas menores. Em
conjunto, esses achados reforgam que o desempenho cutdneo de PNPs resulta de uma
interagdo complexa entre tamanho, caracteristicas do farmaco e dindmica de liberacéo,
destacando a necessidade de uma abordagem multifatorial no desenvolvimento racional

de sistemas de liberagao cutanea e folicular.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou a viabilidade da integragcédo entre nanotecnologia
farmacéutica e técnicas de ML para o desenvolvimento racional de PNPs. A partir de um
conjunto inicial de formulagbes com variagdes na composigdo e nos metodos de
producgao, foi possivel treinar modelos baseados em RNAs capazes de correlacionar
variaveis de formulagdo com propriedades fisico-quimicas criticas para o MXD e a SPL,
permitindo a seleg¢ao racional de sistemas promissores.

Os modelos preditivos apresentaram desempenho satisfatorio, com acuracia e
precisdo de 79% e 85% para as PNPs contendo MXD e de 72% e 81% para as contendo
SPL, respectivamente, além de elevada concordancia entre valores preditos e
experimentais. As formulagdes selecionadas apresentaram, de modo geral, paréametros
fisico-quimicos compativeis com os critérios estabelecidos para os estudos de
penetracdo cutdnea, possibilitando a avaliacdo da influéncia do tamanho no

direcionamento folicular. Entretanto, os estudos de estabilidade evidenciaram limitagdes,
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especialmente para as PNPs contendo SPL, e indicaram maior adequacido das
formulagdes para aplicagdes de uso imediato.

Os ensaios de permeagao demonstraram que, para o MXD, o melhor desempenho
foi observado para particulas de tamanho intermediario (~200 nm), enquanto, para a SPL,
verificou-se um comportamento nao linear.

Adicionalmente, os achados deste estudo indicam que o tamanho das particulas,
embora relevante, ndo constitui o unico fator determinante para o direcionamento
folicular, evidenciando a influéncia de outras variaveis do sistema, uma vez que foram
observados diferentes comportamentos e perfis de direcionamento folicular para
nanoparticulas contendo MXD e SPL, mesmo dentro das mesmas faixas de tamanho.
Nesse contexto, estudos futuros sdo necessarios para investigar de forma sistematica
parametros adicionais, como propriedades de superficie, composicdo das formulacdes e
interagcbes com o microambiente cutaneo, a fim de elucidar os mecanismos envolvidos e

aprimorar estratégias de direcionamento folicular.
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APENDICE A - Distribuigdo balanceada das variaveis experimentais no bloco
inicial de formulagoes
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Figura A1. Quantidades de experimentos utilizando os polimeros (A) e as quantidades em massa de
polimero anidnico (B) e catiénico (C) no bloco inicial de 30 formulagdes.
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Figura A2. Quantidades em massa de Tween 80 (A) e PVA 40-88 (B) que foram utilizados no bloco inicial
de 30 formulagdes.
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Figura A3. Quantidades em mililitros do volume da fase aquosa (A) e da fase organica (B) que foram
utilizados no bloco inicial de 30 formulagoes.
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APENDICE B- Tabela das formulagdes para nanoparticulas com minoxidil

simuladas pela rede neural artificial e produzidas.

Composigao

Fase organica

Fase aquosa

Variaveis de producao

c ; _ Gotejamento Agitacdo
udragit  Eudragit Metanol | PVA Tween Agua d? f_a se€ da fase Temperatura
L100 E100 organica na aquosa
fase aquosa
83 mg 0 mg 11 mL 18 mg . 32 mg 9mL Verter Ultra Turrax 50°C
12 mg 0 mg 8 mL 19 mg . 31mg 12mL Verter Ultra Turrax . 50°C
85 mg 0 mg 5mL 9mg 41mg 15mL Bureta Ultra Turrax . 50°C
17 mg 0 mg 15mL | 50 mg . 0 mg 5mL Verter Ultra Turrax 50°C
94 mg 0 mg 10mL | 21 mg . 29mg 10mL Verter Magnética 25°C
0mg 19 mg 15mL | 50 mg . 0 mg 5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 59 mg 12mL | 39mg . 11 mg 8 mL Bureta Magnética 25°C
24 mg 0 mg 9mL 36 mg . 14mg 11mL Bureta Magnética 25°C
52 mg 0 mg 8 mL 33 mg . 17mg 12mL Bureta Ultra Turrax 25°C
20 mg 0 mg 7 mL 39 mg . 11mg 13mL Verter Magnética 50°C
16 mg 0 mg 9mL 4mg 46mg 11mL Bureta Magnética 50°C
84 mg 0 mg 6 mL 1mg 49mg 14mL Verter Magnética 25°C
48 mg 0 mg 8 mL 21 mg . 29mg 12mL Bureta Magnética 25°C
0mg 27 mg 9mL 29 mg . 27mg 11mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0mg 46 mg 10mL | 28 mg . 22mg 10mL Verter Ultra Turrax . 25°C
57 mg 0 mg 11mL | 14 mg . 36mg 9mL Verter Magnética 50°C
84 mg 0 mg 12 mL 18mg 32mg 8 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
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0mg 62 mg 12mL | 19mg . 31mg 8mL Bureta Magnética 25°C
20 mg 0 mg 14 mL 7mg 43mg 6mL Bureta Magnética 50°C
66 mg 0 mg 13 mL 1mg 49mg 7 mL Verter Ultra Turrax 50°C
62 mg 0 mg 14 mL 3mg 47 mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
44 mg 0 mg 15 mL 1mg 49mg 5mL Verter Magnética 50°C
41 mg 0 mg 13 mL 8mg 42mg 7mL Bureta Magnética 25°C
78 mg 0 mg 13mL | 36 mg 14 mg 7 mL Bureta Ultra Turrax . 25°C
0mg 31 mg 15mL | 26mg 24mg 5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 57 mg 14mL | 43mg 7 mg 6 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 78 mg 14mL | 42mg 8 mg 6 mL Bureta Ultra Turrax . 25°C
0mg 97 mg 14mL | 41mg 9mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 96 mg 15mL | 42mg 8 mg 5mL Bureta Ultra Turrax . 25°C
82 mg 0 mg 12 mL 18mg 32mg 8 mL Verter Ultra Turrax . 25°C
36 mg 0 mg 1MMmL | 24mg 26 mg 9mL Bureta Ultra Turrax 25°C
13 mg 0 mg 12mL | 15mg 35mg 8mL Verter Magnética 50°C
28 mg 0 mg MMmL | 25mg 25 mg 9mL Bureta Ultra Turrax 25°C
42 mg 0 mg 12 mL 4mg 46mg 8mL Bureta Magnética 50°C
11 mg 0 mg 13mL | 15mg 35mg 7mL Verter Magnética 50°C
68 mg 0 mg 11 mL 4mg 46 mg 9mL Verter Ultra Turrax 25°C
19 mg 0 mg 13 mL 12mg 38 mg 7 mL Verter Ultra Turrax . 50°C
64 mg 0 mg 12mL | 23mg 27 mg 8 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
60 mg 0 mg 12mL | 23mg 27mg 8mL Bureta Magnética 25°C
100 mg 0 mg 13 mL 8mg 42mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
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100 mg 0 mg 14 mL 2mg 48 mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
99 mg 0 mg 14 mL 4mg 46 mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
99 mg 0 mg 14 mL 2mg 48 mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
97 mg 0 mg 14 mL 2mg 48mg 6mL Bureta Ultra Turrax 50°C
95 mg 0 mg 15 mL 1mg 49mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
91 mg 0 mg 15 mL Omg 50mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
99 mg 0 mg 13 mL 10mg 40 mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
100 mg 0 mg 14 mL 9mg 41mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
99 mg 0 mg 14 mL 9mg 41mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
100 mg 0 mg 15 mL 10mg 40 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
100 mg 0 mg 15 mL 9mg 41mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
98 mg 0 mg 12 mL 5mg 45mg 8 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
97 mg 0 mg 12 mL 5mg 45mg 8 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
100 mg 0 mg 13 mL 4mg 46 mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
98 mg 0 mg 13 mL 4mg 46 mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
98 mg 0 mg 13 mL 5mg 45mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
92 mg 0 mg 13 mL 4mg 46 mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
97 mg 0 mg 14 mL 6mg 44 mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
94 mg 0 mg 13 mL Omg 50mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
50 mg 0 mg 15 mL 5mg 45mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
100 mg 0 mg 11 mL Omg 50mg 9mL Bureta Magnética 50°C
100 mg 0 mg 10 mL Omg 50mg 10mL Bureta Magnética 50°C
0mg 13 mg 9mL 19mg 31mg 11mL Verter Magnética 25°C
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0mg 23 mg 5mL 14 mg . 36mg 15mL Bureta Magnética 50°C
0mg 40 mg 10mL | 50 mg . 0 mg 10 mL Bureta Ultra Turrax . 50°C
0mg 19 mg 11 mL 9mg 41mg 9mL Verter Ultra Turrax 50°C
0mg 19 mg 15mL | 50mg Omg 5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 59 mg 12mL | 39mg 11mg 8mL Bureta Magnética 25°C
0mg 57 mg 14mL | 43mg 7 mg 6 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 40 mg 15mL | 35mg 15mg 5mL Bureta Ultra Turrax . 50°C
0mg 20 mg 15mL | 50mg 0 mg 5mL Verter Ultra Turrax . 25°C
0mg 35 mg 12 mL 4mg 46mg 8mL Verter Magnética 50°C
0mg 62 mg 13 mL 0 mg . 50 mg 7 mL Bureta Ultra Turrax . 25°C
0mg 13.8mg 142mL | 9.7mg 40.3mg 5.8mL Bureta Magnética 25°C
0mg 10 mg 14.5mL |14.3mg 35.7mg 5.5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0mg 125mg 129mL |145mg 355mg 7.1mL Bureta Magnética 25°C
0mg 126mg 143 mL |104mg 39.6 mg 5.7mL Bureta Magnética 25°C
0mg 151mg 12.8mL |13.6mg 364 mg 7.2mL Bureta Magnética 25°C
0mg 11.4mg 122mL |185mg 31.5mg 7.8mL Bureta Magnética 25°C
0mg 166mg 13.5mL |11.7mg 38.3mg 6.5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 11.7mg 132mL |15.8mg 34.2mg 6.8 mL Bureta Magnética 25°C
0mg 127mg 14.1mL |142mg 358mg 59mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 14.3 mg 13mL |17.5mg 325mg 7mL Bureta Magnética 25°C
0mg 113mg 126mL |188mg 31.2mg 7.4 mL Bureta Ultra Turrax . 25°C
0mg 16 mg 14.1mL |11.8mg 382mg 59mL Bureta Magnética 25°C
0mg 13 mg 144 mL |126mg 374mg 5.6 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
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0mg 16.2mg 14.2mL |12.6 mg . 374mg 58mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 143 mg 14.6mL |14.9 mg . 351mg 54mL Bureta Magnética 25°C
0mg 16 mg 121 mL | 18 mg . 32mg 79mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 153 mg 12.2mL |19.4 mg . 306mg 7,8mL Bureta Magnética 25°C
0mg 16 mg 124 mL |18.1 mg . 31.9mg 7.6mL Verter Ultra Turrax . 25°C
0mg 11.7 mg 14 mL | 8.7mg .41'3 mg 6,0mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 13.6mg 12.5mL |13.4 mg . 36.6mg 7.5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 146mg 12,6 mL |18.1 mg . 31,9mg 7,4mL Verter Magnética 25°C
0mg 14,4mg 12.7mL |13.4 mg . 36.6mg 7.3mL Bureta Magnética 50°C
0mg 126mg 12,7 mL |15.1 mg . 349mg 7,3mL Bureta Ultra Turrax . 50°C
0mg 124mg 12.8mL |14.6mg 354mg 7.2mL Magnética Bureta 50°C
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APENDICE C- Tabela das formulagdes para nanoparticulas com espironolactona
simuladas pela rede neural artificial e produzidas.

Composigao
Variaveis de producao
Fase organica Fase aquosa
) ) Gotejamento Agitagio
Eudragit  Eudragit Metanol | PVA Tween Agua d? f_a se€ da fase Temperatura
L100 E100 organica na aquosa
fase aquosa
0mg 60 mg 15mL | 39mg 11mg 5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 69 mg 15mL | 32mg 18 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0mg 47 mg 15mL | 24mg 26mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
88 mg 0 mg 15mL | 10mg 40mg 5mL Bureta Magnética 50°C
80 mg 0 mg 15 mL 7mg 43mg 5mL Bureta Magnética 50°C
85 mg 0 mg 15 mL 2mg 48mg 5mL Bureta Magnética 50°C
100 mg 0 mg 15 mL 9mg 41mg 5mL Bureta Magnética 50°C
36 mg 0 mg 15 mL 15mg 35mg 5mL Bureta Magnética 25°C
0mg 16 mg 15mL | 14mg 36mg 5mL Bureta Magnética 25°C
41 mg 0 mg 15mL | 14mg 36mg 5mL Bureta Magnética 50°C
69 mg 0 mg 15 mL 14 mg 36 mg 5mL Bureta Magnética 25°C
0mg 28 mg 15 mL 7mg 43 mg 5mL Bureta Magnética 25°C
0mg 39 mg 15 mL 3mg 47 mg 5mL Bureta Magnética 25°C
0mg 39 mg 15 mL Omg 50mg 5mL Bureta Magnética 50°C
91 mg 0 mg 13mL | 38mg 12mg 7mL Verter Magnética 50°C
80 mg 0 mg MMmL | 39mg 11mg 9mL Verter Magnética 50°C
99 mg 0 mg 10mL | 43mg 7 mg 10 mL Verter Magnética 50°C
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79 mg 0 mg 8 mL 37mg 183mg 12mL Verter Ultra Turrax 50°C
0 mg 95 mg 15 mL 35mg 15mg 5mL Verter Ultra Turrax 50°C
96 mg 0 mg 14 mL 7mg 43 mg 6 mL Verter Magnética 50°C
23 mg 0 mg 15 mL 16mg 34 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
78 mg 0 mg 14 mL 3mg 47mg 6mL Bureta Magnética 50°C
0mg 87 mg 15mL | 36mg 14mg 5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 86 mg 15mL | 25mg 25mg 5mL Bureta Magnética 25°C
0 mg 69 mg 15 mL 12mg 38 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
29 mg 0 mg 15mL | 38mg 12mg 5mL Bureta Magnética 50°C
0mg 58 mg 15mL | 29mg 21 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
89 mg 0 mg 13 mL 2mg 48 mg 7 mL Bureta Magnética 50°C
0mg 12 mg 15mL | 16mg 34mg 5mL Verter Magnética 50°C
82 mg 0 mg 11 mL 9mg 41mg 9mL Verter Magnética 50°C
0 mg 60 mg 15 mL 39mg 11 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
65 mg 0 mg 6 mL 1mg 49mg 14mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 97 mg 5mL 48 mg 2mg 15 mL Verter Ultra Turrax 50°C
0mg 72 mg 10mL | 50mg 0 mg 10 mL Verter Ultra Turrax 50°C
81 mg 0 mg 11 mL 16mg 34 mg 9mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0mg 12 mg 15mL | 50mg 0 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
66 mg 0 mg MMmL | 23mg 27 mg 9mL Bureta Ultra Turrax 25°C
82 mg 0 mg 10mL | 20mg 30mg 10mL Bureta Ultra Turrax 25°C
82 mg 0 mg 5mL 15mg 35mg 15mL Bureta Ultra Turrax 50°C
61 mg 0 mg 9mL 26mg 24mg 11mL Bureta Ultra Turrax 25°C
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62 mg 0 mg 8 mL 18mg 32mg 12mL Bureta Ultra Turrax 25°C
79 mg 0 mg 5mL 4mg 46mg 15mL Verter Ultra Turrax 25°C
89 mg 0 mg 10 mL 16mg 34mg 10mL Verter Ultra Turrax 50°C
51 mg 0 mg 10mL | 26mg 25mg 10mL Verter Ultra Turrax 50°C
77 mg 0 mg MMmL | 15mg 35mg 9mL Verter Magnética 50°C
74 mg 0 mg 12mL | 16mg 34mg 8mL Bureta Ultra Turrax 50°C
99 mg 0 mg 15 mL 18 mg 32mg 5mL Bureta Ultra Turrax 50°C
98 mg 0 mg 15 mL 20mg 30 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 30 mg 15mL | 26 mg 24 mg 5mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 38 mg 15mL | 28mg 22 mg 5mL Verter Ultra Turrax 25°C
11 mg 0 mg 15 mL 18mg 32mg 5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
80 mg 38 mg 15 mL 18 mg 32mg 5mL Verter Ultra Turrax 25°C
20 mg 0 mg 14mL | 27mg 23mg 6mL Bureta Ultra Turrax 50°C
58 mg 0 mg 14 mL 10mg 40mg 6 mL Bureta Ultra Turrax 50°C
68 mg 0 mg 15mL | 26 mg 24 mg 5mL Verter Ultra Turrax 25°C
10 mg 0 mg 15mL | 19mg 31mg 5mL Verter Magnética 50°C
24 mg 0 mg 13mL | 18mg 32mg 7mL Bureta Ultra Turrax 50°C
63 mg 0 mg 14 mL 16mg 34 mg 6 mL Bureta Magnética 50°C
28 mg 0 mg 15mL | 21mg 29 mg 5mL Verter Ultra Turrax 50°C
22 mg 0 mg 14mL | 23mg 27mg 6mL Verter Magnética 50°C
30 mg 0 mg 15mL | 22mg 28mg 5mL Bureta Magnética 50°C
92 mg 0 mg 10 mL MMmg 39mg 10mL Bureta Ultra Turrax 50°C
98 mg 0 mg 9mL 16mg 34mg 11mL Verter Ultra Turrax 50°C
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89 mg 0 mg 8 mL 10mg 40mg 12mL Bureta Ultra Turrax 50°C
100 mg 0 mg 10 mL 5mg 45mg 10mL Verter Ultra Turrax 50°C
88 mg 0 mg 6 mL 5mg 45mg 14 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
79 mg 0 mg 11 mL 3mg 47 mg 9mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 41 mg 15mL | 33mg 17 mg 5mL Bureta Ultra Turrax 25°C
89 mg 0 mg 15 mL 35mg 15mg 7 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
73 mg 0 mg 13 mL 5mg 45mg 7 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 41 mg 15mL | 48mg 2mg 5mL Verter Magnética 50°C
0mg 30 mg 6 mL 24mg 26mg 14 mL Verter Ultra Turrax 50°C
0mg 30 mg 7 mL 22mg 28mg 13 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 75 mg 12mL | 50mg Omg 8 mL Verter Magnética 50°C
0mg 38 mg 15mL | 28mg 22 mg 5mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 80 mg 100mL | 35mg 15mg 10mL Verter Magnética 50°C
0mg 30 mg 6 mL 24mg 26mg 14 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 38 mg 15mL | 28mg 22 mg 5mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 131mg 146mL | 0.3mg 49.7mg 54 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0 mg 18,7mg 148mL | 56mg 444 mg 5,2mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0 mg 13,1mg 149mL |124mg 37,6 mg 5,1 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 12 mg 147mL | 99mg 409mg 5,3mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 2191mg 148mL | 1mg 49mg 52mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0 mg 145mg 149mL | 09mg 491mg 5,1 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 173mg 148mL | 3,3mg 46,7mg 5,2mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0 mg 192mg 149mL |11,5mg 38,5mg 5,1 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
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0mg 15 mg 146 mL |13,4mg 36,6 mg 54 mL Verter Ultra Turrax 50°C
0 mg 24 mg 149mL | 28mg 472mg 5,1 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0 mg 241mg 148mL | 1,8 mg 482mg 5,2mL Verter Ultra Turrax 25°C
0mg 153mg 14, 7mL |13,1mg 36,9mg 5,3 mL Verter Ultra Turrax 50°C
0mg 11,5mg 148mL | 13mg 37mg 52mL Verter Ultra Turrax 50°C
0 mg 10,5mg 14,7mL | 6,5mg 43,5mg 5,3 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0 mg 238mg 148 mL |13,9mg 36,1mg 5.2mL Verter Ultra Turrax 50°C
0mg 11,4mg 146mL |147mg 353 mg 5,4 mL Verter Ultra Turrax 50°C
0 mg 225mg 146mL | 0,3mg 49,7mg 5,4 mL Verter Ultra Turrax 25°C
0 mg 21,3mg 149mL |11,3mg 38,7mg 5,1 mL Bureta Ultra Turrax 25°C
0mg 411mg 14.7mL |445mg 55mg 53mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0mg 415mg 149mL | 382mg 11.8mg 5,1 mL Verter Ultra Turrax 50°C
0 mg 39,1 mg 15mL |354mg 14,6 mg 50mL Verter Ultra Turrax 50°C
0mg 63,1 mg 14mL |416mg 84mg 6mL Bureta Ultra Turrax 50°C
0mg 825mg 143 mL {39.3mg 10.7mg 5.7mL Bureta Ultra Turrax 50°C
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APENDICE D- Distribuicdo das variaveis experimentais das formulagées com
minoxidil que resultaram em nanoparticulas.
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Figura D1. Distribuigdo das quantidades em miligramas (mg) de polimero aniénico (A), polimero catiénico
(B), surfactante liquido (C) e surfactante sélido das 47 formulagées com minoxidil (MXD) que resultaram
em nanoparticulas.
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Figura D2. Distribuicdo das quantidades em mililitros (mL) da fase aquosa (A) e da fase organica (B) das
47 formulagdes com minoxidil (MXD) que resultaram em nanoparticulas.
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APENDICE E- Distribuicdo das variaveis experimentais das formulagées com
espironolactona que resultaram em nanoparticulas.
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Figura E1. Distribuicao das quantidades em miligramas (mg) de polimero anidénico (A), polimero catiénico
(B), surfactante liquido (C) e surfactante sélido das 32 formulagbes com espironolactona (SPL) que
resultaram em nanoparticulas.
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Figura E2. Distribuigdo das quantidades em mililitros (mL) da fase aquosa (A) e da fase organica (B) das
32 formulagbes com espironolactona (SPL) que resultaram em nanoparticulas.
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