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RESUMO

A dor é um problema de saude publica, e impacta na qualidade de vida de milhdes de pessoas
em todo 0 mundo. O ibuprofeno (IBU), um anti-inflamatdrio néo esteroidal (AINE), é usado na
pratica clinica para o tratamento de dores leves a moderadas. Apesar de sua eficacia, 0 uso
sistémico e prolongado de AINEs, como o IBU pode levar ao surgimento de efeitos adversos
moderados e severos, principalmente no trato gastrintestinal e nos sistemas hematoldgico e
renal. A aplicagdo topica do IBU pode ser uma alternativa para diminuir o aparecimento dos
efeitos adversos indesejados, no entanto, o estrato corneo atua como uma eficiente barreira a
permeacdo da pele. O uso de formulagbes nanoestruturadas, como microemulsdes e
nanosuspensdes, pode aumentar a penetracdo do farmaco, favorecendo sua absorcao na/atraves
da pele. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar microemulsfes e
nanossuspensdes de ibuprofeno para administracdo topica, como alternativa para minimizar os
efeitos adversos do uso oral convencional. Inicialmente, foi desenvolvida e validada uma
metodologia analitica por CLAE-DAD para a determinacdo do IBU, incluindo um estudo de
recuperacdo do farmaco a partir do estrato cérneo, através de delineamento experimental com
planejamento fatorial. Em seguida, foram elaborados diagramas de fase pseudoternarios
utilizando &lcool benzilico ou carbonato de propileno como fase oleosa e lecitina e isopropanol
como tensoativo e co-tensoativo, respectivamente, para determinar as regides com formacéo de
microemulsdes Formulacdes selecionadas dos variados diagramas de fase obtidos foram
submetidas a um estudo de estabilidade por 30 dias, através da analise de diametro médio das
goticulas, indice de polidispersdo (Pdl) e microscopia de luz polarizada. A partir desse estudo,
formulagGes foram selecionadas para a incorporacdo do farmaco e o preparo das
nanossuspensdes. Dado que o ibuprofeno apresenta solubilidade pH-dependente, a influéncia
do pH da fase aquosa das microemulsdes e na diluicdo dessas formulagdes, assim como a
proporcdo de diluicdo foi investigada para a producdo das nanossuspensdes, a partir da
avaliacdo do didmetro médio e Pdl obtidos, em estudo com planejamento fatorial. A
metodologia analitica desenvolvida foi validada e demonstrou ser adequada aos estudos
propostos, com linearidade de 0,5 a 10ug/mL, e valores de precisdo, exatiddo e recuperacao
conforme preconizado pela legislacdo. Os diagramas de fase produzidos com alcool benzilico
apresentaram maiores areas de microemulsdes. Formulacdes estaveis com diametro médio de
6nm a 40nm e e Pdl variando de 0,067 a 0,274 foram selecionadas (MAB-3, MAB-4, MCP-5
e MCP-10). Dentre as nanossuspensdes obtidas, aquelas diluidas em pH 6 exibiram um tamanho
de particula menor. Apesar da evidente influéncia do pH, as nanossuspensdes produzidas sem
ajuste de pH demostraram tamanho médio de particula inferior, variando de 15 nm a 80 nm
com Pdl de 0,286 a 0,336, respectivamente. As nanossuspensdes produzidas a partir de
formulacdes iniciais com &lcool benzilico apresentaram os menores valores de didmetro médio
e Pdl. Tais achados abrem perspectivas para a manipulacdo controlada do tamanho das
particulas, e oferecem uma base valiosa para investigacdes futuras no desenvolvimento de
formulacBes nanoestruturadas de aplicacdo topica mais efetivas. Estudos adicionais de
performance das formulagdes desenvolvidas devem ser realizados para tal finalidade.

Palavras-chave: ibuprofeno; microemulsdes; nanossuspensdes; uso topico; estudo fatorial.



ABSTRACT

Pain is a public health issue that impacts the quality of life for millions of people worldwide.
Ibuprofen (IBU), a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), is commonly used in
clinical practice for the treatment of mild to moderate pain. Despite its effectiveness, the
systemic and prolonged use of NSAIDs, such as IBU, can lead to the emergence of moderate
to severe adverse effects, particularly in the gastrointestinal, hematological, and renal systems.
Topical application of IBU may offer an alternative to reduce the occurrence of undesirable
side effects; however, the stratum corneum acts as an efficient barrier to skin permeation. The
use of nanostructured formulations, such as microemulsions and nanosuspensions, can enhance
drug penetration, facilitating absorption into/through the skin. Therefore, the objective of this
study was to develop and evaluate microemulsions and nanosuspensions of ibuprofen for
topical administration as an alternative to minimize the adverse effects of conventional oral use.
Initially, an analytical methodology using HPLC-DAD was developed and validated for IBU
determination, including a drug recovery study from the stratum corneum, employing an
experimental design with factorial planning. Subsequently, pseudoternary phase diagrams were
constructed using benzyl alcohol or propylene carbonate as the oil phase and lecithin and
isopropanol as the surfactant and co-surfactant, respectively, to identify regions with
microemulsion formation. Selected formulations from various phase diagrams underwent a 30-
day stability study, assessing the mean droplet diameter, polydispersity index (Pdl), and
polarized light microscopy. Based on this study, formulations were chosen for drug
incorporation and the preparation of nanosuspensions. Considering the pH-dependent solubility
of ibuprofen, the influence of the aqueous phase pH in microemulsions and during the dilution
of these formulations, as well as the dilution ratio, was investigated for nanosuspension
production. This was achieved by evaluating the obtained mean diameter and Pdl in a factorial
design study. The developed analytical methodology was validated and deemed suitable for the
proposed studies, demonstrating linearity from 0.5 to 10 pg/mL, with precision, accuracy, and
recovery values compliant with regulations. Phase diagrams produced with benzyl alcohol
showed larger microemulsion areas. Stable formulations with a mean diameter ranging from 6
nm to 40 nm and Pdl varying from 0.067 to 0.274 were selected (MAB-3, MAB-4, MCP-5, and
MCP-10). Among the obtained nanosuspensions, those diluted at pH 6 exhibited a smaller
particle size. Despite the evident pH influence, nanosuspensions produced without pH
adjustment demonstrated a lower average particle size, ranging from 15 nm to 80 nm, with Pdl
of 0.286 to 0.336, respectively. Nanosuspensions produced from initial formulations with
benzyl alcohol showed the smallest mean particle size and Pdl values.These findings provide
perspectives for controlled manipulation of particle size and offer a valuable foundation for
future investigations in the development of more effective nanostructured formulations for
topical application. Additional studies on the performance of the developed formulations should
be conducted for this purpose.

Keywords: ibuprofen; microemulsions; nanosuspensions; topical use; factorial study.
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1 INTRODUCAO

A dor representa um grande problema de saude publica em todo o mundo, sendo um
fendbmeno multidimensional com componentes sensitivos, emocionais e cognitivos. E definida
pela International Association for the Study of Pain (IASP) como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada ou semelhante a uma lesdo real ou potencial ao tecido” (Raja
et al., 2020).

O tratamento farmacoldgico da dor é realizado com uma série de farmacos que atuam
através de diferentes mecanismos de acdo, sendo comumente prescritos 0s opioides, anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES), antidepressivos, anticonvulsivantes, anti arritmicos,
entre outras classes (Golan, 2009). No manejo da dor leve a moderada e em processos
inflamatdrios crénicos como artrite reumatoide, osteoartrite e dor musculoesquelética os
AINES sédo bastante utilizados por ndo causar dependéncia (Brunton; Chabner; Knollmann,
2018).

Na classe dos AINES, o ibuprofeno é um dos mais antigos no mercado, possuindo baixa
toxicidade e boa eficacia (Katzung; Trevor, 2017). Atua diminuindo a sintese das
prostaglandinas pela ligacdo as cicloxigenases (COX-1 e COX-2) promovendo o alivio da dor.
Entretanto 0 uso prolongado pode desencadear principalmente problemas gastrointestinais,
cardiovasculares, renais, e hepaticos, mediados especialmente se, pela inibicdo da COX-1
constitutiva (Atkinson; Fudin, 2020). Além disso, o ibuprofeno pela via oral possui meia-vida
de 2 horas, necessitando de repetidas administracfes para manter o efeito desejado (Katzung;
Trevor, 2017). Uma alternativa que pode ser empregada para minimizar a flutuacao dos niveis
plasmaticos do ibuprofeno é o uso transdérmico desse farmaco.

Ainda que a pele seja uma promissora alternativa como via de administracdo, sua
utilizacdo ainda € limitada, havendo hoje no mercado poucos farmacos disponiveis
comercialmente em apresentacfes aplicadas a pele, visto que o estrato corneo atua como
barreira significativa para a permeacdo de farmacos e outras substdncias (Barry, 1983).
Algumas estratégias tém sido empregadas com sucesso para transpor essa barreira, incluindo o
uso de sistemas de liberagdo como as microemulsdes, lipossomas e nanoparticulas lipidicas e
métodos fisicos (Garrison, 2004).

As microemulsdes, definidas como sistemas termodinamicamente estaveis e isotropicos
de dois liquidos imisciveis e conhecidas por uma alta concentragdo de um ou mais tensoativos,
possuem uma alta aplicabilidade como sistemas de liberagcdo pois aumentam a permeabilidade

de farmacos (Callender et al., 2017).
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Trotta et al. (2003) relataram a possibilidade de obter nanossuspensdes através da
incorporagdo do farmaco em solvente pouco miscivel como fase dispersa e posterior diluicdo
da microemulsdo com agua. As nanosuspensoes, que sdo dispersdes coloidais do farmaco em
escala nanomeétrica, demonstram aumento da taxa de dissolugdo do farmaco incorporado, tendo
em vista que aumentam sua solubilidade de saturagéo (Patravale; Abhijit; Kulkarni, 2004).

Dentro deste contexto, esse trabalho se propde a desenvolver e caracterizar
microemulsdes e, subsequentemente, nanosuspensdes de ibuprofeno, farmaco acido, de baixa
solubilidade em agua e de meia-vida curta, bem como validar uma metodologia analitica por

CLAE-DAD para a determinagéo do IBU.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanossuspensdes de ibuprofeno a partir de formulagdes nanoestruturadas

com alcool benzilico ou carbonato de propileno como fase oleosa para aplicacao topica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar microemulsfes contendo ibuprofeno, com alcool benzilico ou carbonato de
propileno como fase oleosa e lecitina e isopropanol como tensoativo e co-tensoativo,
respectivamente;

e Produzir nanossuspensdes a partir da diluigdo de formulagbes nanoestruturadas
selecionadas;

e Caracterizar as microemulsdes e nanossuspensdes quanto ao tamanho médio de
particula, distribuicdo de tamanho de particula (PDI), pH e estabilidade;

e Desenvolver metodologia analitica por CLAE-DAD para determinagdo do IBU em

estudos de performance das formulagdes desenvolvidas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ANTI-INFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDAIS (AINES)

Os AINEs sdo um grupo heterogéneo de medicamentos que na sua generalidade
possuem caracteristicas analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatorias; a predominancia de uma
dessas acgdes terapéuticas varia de um farmaco para outro, e os medicamentos desta classe
encontram-se entre 0s medicamentos mais prescritos em todo o mundo (Batlouni, 2010;
Haroutiunian et al., 2010).

Seu principal mecanismo de acéo é a inibicdo da enzima cicloxigenase (COX) presente
em processos inflamatdrios e também responsavel pela sintese de prostaglandinas envolvidas
nos processos fisioldgicos (Haroutiunian et al., 2010). A enzima ciclooxigenase apresenta duas
principais isoformas, COX-1 e COX-2, sendo a COX-1 considerada constitutiva, encontrada
nos vasos sanguineos, estbmago e rins e a COX-2, induzida durante o processo inflamatério,
além da recente descoberta da COX-3 no sistema nervoso central (SNC). Os AINEs tradicionais
ndo sdo seletivos, e assim, inibem COX-1 e COX-2; entretanto, a COX-1 é essencial para a
manutencdo do estado fisiolégico normal de muitos tecidos, incluindo a protecdo da mucosa
gastrointestinal; controle do fluxo sanguineo renal; homeostasia; respostas autoimunes; funcdes
pulmonares e do sistema nervoso central; cardiovasculares e reprodutivas (Batlouni, 2010).
Assim, o uso de AINEs ndo seletivos esta relacionado a um alto risco de dano na mucosa
gastrointestinal, incluindo Ulceras, erosbes e, ainda, complicagdes como sangramento
gastrointestinal, perfuracdo e obstrucdo e também complicacdes nos sistemas hematoldgico e
renal (Kummer; Coelho, 2002).

Considerando estes efeitos indesejaveis apds uso dos AINEs nao seletivos, a ideia de
que inibidores especificos da COX-2 impediriam o processo inflamatdrio evitando os efeitos
colaterais indesejaveis advindos do blogueio inespecifico da COX, impulsionou a industria
farmacéutica na busca de novos farmacos com atividade especifica sobre a isoforma COX-2.

Assim, em 1998 o FDA aprovou o uso do Celecoxib e meses depois do Rofecoxib, como
AINEs inibidores seletivos da COX-2, com o0 objetivo de minimizar a toxicidade
gastrointestinal dos AINEs ndo seletivos. Entretanto, o uso crdnico desses compostos foi
associado a sérios efeitos cardiovasculares, como infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral ou morte vascular, o que culminou na retirada de tais medicamentos do mercado, nos

EUA e diversos paises da Europa (Hersh et al., 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
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Considerando que os efeitos adversos dos AINES s&o comuns com 0 seu uso Sistémico,
a aplicacdo topica, no local de acdo requerida, pode levar a alta concentracdo do farmaco nos
tecidos-alvo, com reducdo dos niveis plasmaticos e tem impulsionado inimeros estudos
relacionados aos AINES, e seu uso no tratamento topico de diversas condigdes cronicas, como
osteoartrites e tendinites, e agudas, como lesbes decorrentes de praticas esportivas
(Haroutiunian et al., 2010). Tais estudos demonstraram que a aplicagdo topica dos AINEs pode
ser efetiva, levando a alta concentracdo do farmaco na derme enguanto que a concentracdo
plasmatica se mantém consideravelmente abaixo da concentragdo usualmente obtida apos

administracdo oral (Haroutiunian et al., 2010).

3.2 IBUPROFENO

O ibuprofeno é um farmaco derivado do acido propidnico e faz parte do grupo dos anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES). Age inibindo a sintese de prostaglandinas atraves da
inibicdo das cicloxigenases (COX). Possui acdo analgésica, anti-inflamatdria e antipirética
(Cajaraville, 2021). E classificado como anti-inflamatério de meia-vida curta, possuindo tempo
de meia-vida menor que 6h e répido inicio de acdo, sendo indicado principalmente no
tratamento de dor aguda. Além disso, exibe inibi¢cdo ndo-seletiva para as COX, ligando-se as
cicloxigenases 1 e 2 de maneira reversivel (Bindu; Mazumder; Bandyopadhyay, 2020). E
utilizado no tratamento de febre, célicas menstruais, dores musculares, em pacientes com artrite
e osteoartrite para alivio dos sintomas e muitas outras indica¢6es clinicas, sendo um farmaco
bem abrangente (MedlinePlus, 2022).

Apesar de suas vantagens no tratamento de diversas enfermidades, seu uso pode
desencadear efeitos adversos, sobretudo por conta da inibicdo da COX-1, sendo o desconforto
gastrointestinal 0 mais comum, mas também pode ocorrer cefaleia, tontura, visdo embacada e
trombocitopenia (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012). Adicionalmente, o ibuprofeno possui
problemas de solubilidade, influenciando diretamente em seus parametros farmacocinéticos
como o tempo de meia-vida e a biodisponibilidade.

Sua solubilidade em &agua € influenciada pelo valor de pH. Em medidas de pH mais
acidas, a molécula apresenta baixa solubilidade, entretanto, a medida que o pH aumenta e se
torna mais alcalino, a solubilidade também aumenta, devido a ionizacéo do farmaco (Hadgraft;
Valenta, 2000). E classificado pelo Sistema de Classificacio Biofarmacéutica como pertencente
a classe 1l, por conta de sua alta permeabilidade e baixa solubilidade. FArmacos com essa

classificacdo/caracteristica apresentam dificuldades de absor¢do (Potthast et al., 2005). Por
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conta disso, tem-se criado novas estratégias para contornar esses efeitos, como o uso da

nanotecnologia.

Figura 1 — Estrutura molecular do ibuprofeno
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Fonte: Pubchem (2024).

Quadro 1 — Propriedades do ibuprofeno

Propriedade Valor
Peso molecular 206,26 g/mol
Solubilidade em &gua 21 mg/L (a 25°C)
LogP 3,97
Pka 4,45

Fonte: Pubchem (2024).

3.3 ABSORCAO DE FARMACOS NA PELE

Além de ser o maior érgédo do corpo, a pele € de suma importancia na protecdo contra
agentes externos e contra a perda excessiva de agua. E dividida em trés camadas principais:
epiderme, derme e hipoderme, sendo a epiderme a camada mais externa e a hipoderme a mais
interna. Diante do seu tamanho, que corresponde a 16% do peso corporal, a pele acaba sendo
uma excelente via para administracdo de medicamentos (Bernardo; Santos; Silva, 2019).

Na pele, é possivel administrar medicamentos na forma topica ou transdérmica. No uso
topico, o farmaco faz efeito local ficando retido na superficie da pele, enquanto no uso
transdérmico, o ativo penetra as camadas da pele até a circulacdo sistémica (Zhu et al., 2020).
Entre os beneficios da via transdérmica, pode-se citar a liberacdo de maneira gradual do

principio ativo evitando dessa forma a administracdo repetida do medicamento ao longo do dia,
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bem como flutuagdes na concentracdo do fa&rmaco na corrente sanguinea, além de evitar o
metabolismo hepético de primeira passagem e reduzir os efeitos adversos (Kovacik; Kopecna;
Vavrova, 2020).

Apesar das vantagens da administracdo de farmacos pela via transdérmica, a pele possui
limitacdo na absor¢do de medicamentos devido ao estrato corneo, camada mais externa presente
na epiderme e que serve como impermeabilizante (Shukla et al., 2018). O estrato corneo é
formado por células mortas que sdo chamadas de cornedcitos. Durante sua formacéo, ocorre o
processo de cornificacdo caracterizado pela morte dos queratindcitos, formando estrutura de
células mortas e justapostas/agregadas e hidrofilicas que s&o revestidas com lipideos que
preenchem os espacos intercelulares, criando uma barreira que impede a entrada de substancias

exogenas (Murata et al., 2022).

Figura 2 — Representagdo esquematica da estrutura da pele e do estrato corneo
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Fonte: Murata et al. (2022).

As substancias administradas pela pele podem ser absorvidas pela via intercelular,
transcelular ou intracelular e através dos anexos cutaneos como foliculos pilosos e glandulas.
A via intercelular € mais comum em compostos lipofilicos, ja que a penetracdo acontece na
matriz lipidica que reveste as células do estrato cdrneo, levando o ativo a percorrer um caminho
mais longo até alcancar as camadas mais internas. Na via transcelular as moléculas migram

através dos cornedcitos, tornando-se mais recorrente em moléculas hidrofilicas, entretanto é



23

necessario que o ativo passe pelos lipidios intracelulares para migrar de um corne6cito para
outro o que dificulta a passagem. Os anexos cutaneos correspondem a 0,1-1% da pele, sendo

um acesso mais restrito a moléculas grandes e polares (Machado, 2020).

Figura 3 — Vias de absorcdo de substancias através da pele
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Fonte: Shukla et al. (2018).

Apos a administragdo de medicamentos na pele, ocorrem trés fases para que o farmaco
exerca seu efeito. Sdo elas as fases farmacéutica, farmacocinética e a farmacodinamica,

conforme afirma Souto et al. (2022, p. 2):

A fase farmacéutica é caracterizada pelo momento em que o veiculo libera o farmaco
na pele. Apé6s sua dissolucdo, o farmaco sofre um conjunto de reagdes
farmacocinéticas que incluem absor¢do, distribuicdo corporal, metabolismo pelos
orgdos e eliminacdo pelos sistemas de excre¢do. Apoés a liberagdo do farmaco, o
farmaco fica disponivel para interagir com seu alvo (ou seja, receptor e enzimas) a
fim de produzir o efeito terapéutico, ou seja, a fase farmacodindmica. Todos esses
processos e etapas mostram que a agdo das drogas depende ndo apenas da natureza da
molécula, mas também do proprio carreador e do sitio alvo.

Por conta da complexidade estrutural da pele e da dificuldade de passagem de
substancias, existem estratégias que visam promover um breve comprometimento/alteracdo do
estrato corneo como o uso de métodos quimicos utilizando intensificadores de penetracdo ou
com métodos fisicos como a iontoforese e 0 uso de microagulhas (Bolla et al., 2020; Shukla et
al., 2018).
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3.4 FORMULACOES NANOESTRUTURADAS COMO ESTRATEGIA PARA
ADMINISTRACAO TOPICA DE AINES

3.4.1 Microemulsdes

O conceito de microemulséo foi introduzido pela primeira vez na década de 1940 para
descrever sistemas monofasicos transparentes gerados pela titulagdo de uma emulsdo leitosa
com um alcool de cadeia média (Hoar; Schulman, 1943). Desde sua primeira descricdo, as
microemulsdes tém sido extensivamente estudadas como sistemas de liberacdo de farmacos,
devido as suas multiplas vantagens, como a capacidade em incrementar a solubilidade,
dissolugdo e biodisponibilidade do farmaco incorporado, além de protegé-lo de degradacdo
(Baker et al., 1984, Kogan; Garti, 2006).

Microemulsdes sdo definidas como sistemas isotropicos e transparentes constituidos por
fase agquosa, fase oleosa, tensoativo e cotensoativo (Attwood, 1994). As microemulsfes sdo
termodinamicamente estaveis e sua formacao é facilitada pela capacidade dos tensoativos de
promoverem a reducdo na tensdo interfacial desses sistemas, o que leva a formacdao de goticulas
extremamente pequenas em fase dispersa (Ho et al., 1996). Segundo a International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), o tamanho de goticulas das microemulsbes esta na
escala nanométrica, entre 10 e 100 nandmetros (Borzenkov; Hevus, 2014).

As microemulsdes sdo sistemas coloidais formados pela mistura entre dois liquidos
imisciveis e estabilizadas por tensoativos e comumente com cotensoativos que atuam na
diminuicdo da tensdo interfacial entre as duas fases. Diferem-se das emulsGes convencionais
por possuirem tamanho médio de particula entre 10-100 nm (Callender et al., 2017). Séao
caracterizadas por serem transparentes, isotropicas e requerem baixa energia para sua formacéo,
diferentemente das emulsdes convencionais que sao leitosas e opacas (Damasceno et al., 2011;
Karasulu, 2007).

Quadro 2 — Diferencas entre emulsées e microemulsdes

Emulséo Microemulséo
Tamanho das particulas 1000 — 10.000 nm 10-100 nm
Aparéncia Turva e leitosa Transparente e translicida
Estabilidade Termodinamicamente instavel Termodinamicamente estavel
Tenséo interfacial Alta Muito baixa
Quantidade de tensoativo Baixa Alta

Fonte: Adaptado de Damasceno et al. (2011).
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Diante de suas caracteristicas, as microemuls@es apresentam diversas vantagens como
a capacidade de incorporar ativos hidrofilicos e lipofilicos, estabilidade termodinamica devido
a adicdo de tensoativos que diminuem a tensdo interfacial garantindo a durabilidade da
formulacéo e versatilidade para ser utilizada em diferentes vias de administracdo. Além disso,
sua composicao rica em tensoativos pode desestabilizar o estrato corneo facilitando a absorcéao
de substancias (Egito et al., 2020).

Entre suas limitacGes, destaca-se a necessidade da alta concentragédo de tensoativos que
devem ser atoxicos, visto que serdo utilizados em preparacdes farmacéuticas (Agrawal;
Agrawal, 2012). A possibilidade de formagdo de microemulséo depende do balanco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas da mistura de tensoativo e cotensoativo, determinada néo
somente pelas suas estruturas quimicas, mas também por outros fatores como temperatura e
forca ibnica. A mistura de tensoativo e cotensoativo com equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL)
adequado proporciona a condicdo méaxima de reducdo da tensao interfacial entre a fase oleosa
e a fase aquosa (Mittal, 1999).

De acordo com a orientacdo dos sistemas, que é dependente das proporcdes agua/oleo,
das proporcbes dos tensoativos e de suas propriedades fisico-quimicas, traduzidas
principalmente pelo seu EHL, as microemulsdes podem ser classificadas em trés tipos, 6leo em
agua (O/A), em que goticulas de 6leo sdo dispersas em &gua; agua em 6leo (A/O), na qual as
gotas de agua sdo dispersas em 6leo; e sistemas bicontinuos, nos quais as fases aquosa e oleosa
estdo entrelacadas e estabilizadas por surfactantes nas interfaces entre as fases distintas
(Rushforth et al., 1986).

As microemulsdes podem ser preparadas pela adicdo da agua em uma mistura de fase
oleosa, tensoativo e cotensoativo até o volume maximo que ndo apresenta turvacdo da amostra
ou pela adicao de cotensoativo em uma mistura de fase oleosa, dgua e tensoativo até a amostra
ficar limpida (Szumata; Macierzanka, 2022). Nas duas formas, € necessario o uso de diagramas
pseudoternarios.

Adicionalmente, as microemulsdes também podem ser utilizadas como ponto de partida
para produgdo de nanosuspensdes (Trotta et al., 2003). O farmaco pode ser incorporado na fase
interna e, ao diluir as microemulsdes, se d& origem a nanossuspensao pela extracao do solvente
parcialmente miscivel, utilizado como fase oleosa da microemulsdo. A quantidade e a
proporcao de tensoativos e cotensoativos na formacéo da fase interna e no tamanho de globulos
da microemulsdo devem ser otimizados para atingir a concentracdo e o tamanho desejados do
farmaco (Shah; Imran; Ullah, 2017).
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3.4.2 Caracterizacao das microemulsdes

e Inspecdo visual
Utilizando a observacdo macroscopica, pode-se determinar se houve separacao de fases
e se a microemulsdo é transparente. Deve ser realizada em conjunto com outras técnicas de

caracterizacdo (Mahboob et al., 2022).

e Tamanho de particula e PDI
Através do espalhamento de luz dindmico ou dynamic light scattering (DLS), é possivel
determinar o tamanho das particulas em uma microemulsdo. Essa técnica é baseada no principio
de que particulas em suspensédo causam flutuacdes na intensidade da luz quando s&o atingidas
por um feixe de luz a laser. Seu tamanho ndo deve ser superior a 100 nm, j& que particulas
maiores ndo apresentam boa transparéncia e nem as propriedades desejadas para uma

microemulsdo (Mahboob et al., 2022).
O PDI fornece informagfes sobre a variacdo do tamanho entre as particulas. Uma
distribuicdo de tamanho de particulas mais uniforme esté relacionada a uma maior estabilidade
das microemulsdes, ja que diminui a formacdo de particulas maiores que podem sedimentar e

causar instabilidade ao sistema (Zhi et al., 2020).

e Microscopia de luz polarizada

Permite a visualizacdo microscopica das microemulsdes através da luz polarizada.
Também da para observar as estruturas cristalinas que se formam a partir das micelas (Mahboob
et al., 2022). A partir da microscopia, € possivel classificar as amostras de acordo com a
isotropia do sistema. Amostras isotrépicas conseguem desviar do plano de luz incidente
enquanto as anisotrépicas por ndo conseguirem desviar o plano de luz, sdo perfeitamente
visualizadas durante as analises (Formariz et al., 2005).

Na presenca de grandes quantidades de tensoativos, estruturas cristalinas podem ser
formadas pelo arranjo entre as micelas. Essas estruturas sdo classificadas como anisotropicas
guando assumem a organizagdo de cristais lamelares e hexagonais, e de isotropicas quando
formam sistemas micelares e fases cubicas (Formariz et al., 2005).

Nos cristais anisotropicos lamelares, os tensoativos se organizam em camadas paralelas,
enquanto na fase hexagonal, ocorre a formagdo de estruturas cilindricas com o formato

hexagonal caracteristico. Através da microscopia, ambas sdo visualizadas na forma da Cruz de
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Malta. J& a fase cubica é formada por uma bicamada de tensoativos em formato tridimensional
(Formariz et al., 2005).

3.4.3 Nanosuspensdes

Nanosuspensdes sao dispersdes coloidais de particulas em escala nanométrica dispersas
em meio aquoso estabilizadas por surfactantes. Elas representam uma ferramenta promissora
em diversas areas, incluindo farmacéutica, cosmética, e agroquimica, devido a sua capacidade
de melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade de compostos pouco solGveis em meio aquoso
(Rabinow, 2004). As mesmas podem tambeém ser definidas como um sistema bifasico que
consiste em particulas dispersas em um veiculo aquoso no qual o didmetro das particulas
suspensas é menor que 1um, o que equivale a 1000 nm, sendo maiores que as microemulsdes
(Patravale, 2004).

Na area farmacéutica, as nanossuspensdes podem ser empregadas com a finalidade de
aumentar a solubilidade de farmacos pouco soliveis em meio aquoso (Rabinow, 2004). A
reducdo das particulas do farmaco na faixa nanométrica também promove um aumento da taxa
de dissolucdo e da biodisponibilidade de compostos insoluveis, pertencentes as classes Il e IV
do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (Kesisoglou; Panmai; Wu, 2007). Outras
vantagens adicionais, sdo o0 aumento da estabilidade fisico-quimica dos medicamentos e a
possibilidade de reducdo na dose administrada, o que pode levar a uma diminuicdo dos efeitos
adversos nos pacientes (Liversidge; Cundy, 1995).

Sao produzidas através de varios processos, destacando-se os métodos top down e
bottom up. Com a producdo top down, as particulas tém seu tamanho reduzido para escala
nanométrica a partir do processo de desintegracdo. No bottom up, as nanoparticulas se formam
a partir de moléculas através de agregados, como na precipitacdo (Arora et al., 2018). Exemplos
de métodos top-down incluem a homogeneizacdo de alta pressdo e a moagem de midia,
enquanto exemplos de métodos bottom-up incluem a microprecipitacdo, o uso de
microemulsdes e 0 método de emulsificacédo, entre outros (Prabhakar; Krishna, 2011).

No método bottom-up, existe uma forma de preparo que merece destaque, que consiste
na producdo de nanosuspensdes a partir de microemulsdes. Nesse método, o farmaco deve estar
disposto preferencialmente na fase interna da microemulsdo A/O e em alguns casos a
formulagio deve estar saturada. E utilizado uma fase oleosa parcialmente miscivel em &gua ou

outro solvente organico adequado (Zhang et al., 2017).
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A adicdo de 4gua faz com que grande parte da fase interna que é parcialmente miscivel
em meio aquoso, se desloque em direcdo a agua, liberando o farmaco que estava aprisionado
em forma de precipitado, ja que as goticulas nao serdo mais capazes de solubilizar o ativo por
conta da migracdo da fase oleosa. O precipitado se solidifica instantaneamente, formando
particulas solidas de farmaco dispersas envolvidas pelos tensoativos (Trotta et al., 2003.; Zeng
et al., 2008). E um método réapido, facil e através dele, é possivel controlar o tamanho da
particula, entretanto, deve-se escolher com cautela o solvente organico para evitar intoxicacao
(Zhang et al., 2017).

Figura 4 — Método para obtencdo de nanossuspensdes utilizando microemulsdes
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Fonte: Zeng et al. (2008).

Apesar de seus beneficios, as nanossuspensdes podem apresentar desafios,
especialmente relacionados a sua estabilidade, ocorrendo fenbmenos como agregacdo e
sedimentacdo. A agregacdo acontece principalmente por conta da diferenca do tamanho de
particulas em uma formulacéo, fazendo com que as particulas menores e mais sollveis tenham
sua massa transferida e dissolvidas nas particulas maiores, formando agregados. Ja a
sedimentacdo € um indicativo de extrema instabilidade no sistema sendo um problema
irreversivel de interacdo entre as particulas (Wang et al., 2013).

Um elevado numero de farmacos utilizados atualmente apresenta uma baixa
biodisponibilidade devido a escassa solubilidade em agua e/ou baixa taxa de dissolugdo (Chen
et al., 2005; Zimmermann et al., 2009). A solubilidade representa um elemento essencial para
a eficécia do farmaco, independente da via de administracdo (Kocbek et al., 2006). Portanto, o
desenvolvimento de estratégias para aumentar a solubilidade desses compostos em sistemas

aquosos é de grande importancia na tecnologia farmacéutica.
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Outra caracteristica relevante das nanossuspensdes € o aumento da solubilidade de
saturacdo e, em consequéncia, o aumento da taxa de dissolu¢do do composto, a qual se apresenta
como um fator adicional causado pelo aumento da superficie de contato. Em geral, a
solubilidade de saturacdo € uma constante especifica do composto, a qual é dependente da
temperatura (Kocbek et al., 2006). As nanossuspensées mostram um aumento da adesividade
em tecidos, similar a outras nanoparticulas (Ponchel et al., 1997). Caracteristicas adicionais
dessas formulagdes possibilitam-nas de induzir alteracfes na estrutura cristalina do composto,
proporcionar aumento da fracdo amorfa na particula e, até mesmo, criar particulas
completamente amorficas (Kocbek et al., 2006). Para caracterizar adequadamente as
nanossuspensdes, técnicas como andlise do tamanho de particula e potencial zeta, comumente

aplicadas para microemulsdes, também sdo utilizadas (Prabhakar; Krishna, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

4.1.1 Matérias primas, solventes e reagentes

= lbuprofeno, adquirido da Florien Fitoativos, com lote 110353 e data de validade
01/09/2025.

= Lecitina (Lipoid S 100), adquirida da Lipoid®.

» Alcool isopropilico, adquirido da Dinamica®.

» Alcool benzilico, adquirido pela Dindmica®.

= Carbonato de propileno, adquirido da Sigma-Aldrich®.

= Acido cloridrico, adquirido pela Alphatec®.

» Acido o-fosfdrico, adquirido pela Synth®.

= Fosfato de s6dio monobasico anidro 98%, adquirido pela Neon®.

= Metanol, adquirido da Merck®.

4.1.2 Equipamentos e acessorios

= Balanca Analitica (Marca: DEMOR INSTRUMENT; Modelo: APX-200).
= Ultrapurificador Direct-Pure (Purelab classico DI, Elga, UK).

=  pHmetro (Marca: PHTEK; Modelo: pH S-3B).

= Micropipetas 0,5-10 pL, 10-100uL e 100-1000uL (Marca: EPPENDORF).
= Cubeta de Quartzo.

= Agitador Magnético (Marca: LOGEN SCIENTIFIC; Modelo: LS59110P).
= Vortex (Marca: BIOMIXER; Modelo: QL-901).

= Zetasizer Nano Essentials (MALVERN®).

= Cromatografo Shimadzu, equipado com detector DAD.

= Coluna C18 fase reversa HyperClone® Phenomenex 250 x 4,6 mm.
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4.2 PELE

A pele utilizada nos experimentos de extracao e recuperacdo foi proveniente da regido
dorsal de orelha de porco, e adquirida no abatedouro de Paulista — PE. As orelhas foram obtidas
logo apds o abate do animal. Em seguida, foram lavadas e a pele da regido dorsal externa foi
dissecada. A pele dissecada foi congelada para ser utilizada até o prazo maximo de 30 dias.

4.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As analises cromatogréficas para determinacdo do ibuprofeno (IBU) foram efetuadas
em cromatdgrafo Shimadzu (Kyoto, Japédo), equipado com detector DAD (detector de arranjo
de diodos), operando a 223 nm com bomba LC-20 AD e software LabSolutions (Shimadzu,
Kyoto, Japdo). A separacdo foi realizada em coluna C18 de fase reversa (HyperClone®,
Phenomenex) 250 x 4,6 mm (5 um). A fase movel foi constituida por metanol e solucdo aquosa
de &cido cloridrico (0,07%, v/v) (pH 2,15) na proporcdo 8:2 v/v, com vazdo de 1 mL/min,
volume de inje¢do de 20 pL e deteccdo em 223nm. As amostras foram acidificadas previamente
com acido cloridrico 1M na propor¢ao de 60 puL de acido para ImL de amostra para melhor
resolucdo dos picos. O tempo total da corrida cromatografica foi de 8 minutos e o tempo de
retencdo do ibuprofeno foi de cerca de 5,7 minutos. As condic¢des descritas estdo sumarizadas

na Tabela 1.

Tabela 1 — Condi¢des empregadas para a determinacao analitica de ibuprofeno (IBU) por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodo (CLAE-DAD)
Condicdes cromatogréficas

Fase movel Metanol/ HCI 0,07% 8:2 (v/v)

Fase estacionaria Coluna C18 250 x 4,6 mm (5 pm) (HyperClone®, Phenomenex)
Volume de injecéo 20 pL

A 223 nm

Fluxo 1 mL/min

Tempo de retencéo 5,7 min
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44 VALIDAGCAO DE METODOLOGIA ANALITICA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

441 Linearidade

A linearidade da metodologia analitica proposta foi avaliada a partir da analise de
solugdes com concentracfes conhecidas de ibuprofeno, preparadas em triplicata de forma
independente, a partir de uma solucdo inicial do farmaco em metanol na concentracdo de
1mg/mL. Aliquotas da solucéo inicial (mae) foram diluidas em solucéo tampéo fosfato (pH 7,4)
para obter concentra¢Ges correspondentes a 0,5ug/mL, 1pug/mL, 1,5ug/mL, 2pg/mL, Sug/mL e
10pg/mL. As solugdes foram analisadas por CLAE-UV, conforme condigdes descritas no item
4.4 e os resultados obtidos expressos graficamente através da relacdo da concentracdo das
solucdes em funcdo da area sob pico. A linearidade foi avaliada por meio do modelo de
regressao linear simples, com avaliacdo da associacdo linear entre as variaveis por meio do

coeficiente de determinagdo (R?), com o auxilio do software Statistica 10.0.

4.4.2 Seletividade

A seletividade do método foi verificada pela analise de possiveis interferentes
experimentais. Dessa forma, foram analisadas amostras com todos 0os componentes usados no
desenvolvimento das formulac@es, contendo ou ndo farmaco. A auséncia de picos interferentes
nos tempos de retencdo do ibuprofeno (5,7 + 0,30 minutos) foi considerada para avaliacdo da

seletividade.

4.4.3 Precisao

A precisdo do método analitico foi expressa através da dispersdo dos resultados,
calculada atraves do desvio padrdo relativo (DPR), definido como a razdo do desvio padrdo
pela média, e foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi avaliada por meio do DPR, calculado para andlises em triplicata para trés
diferentes concentragGes de IBU, incluidas no intervalo linear (1, 2 e 5 pg/mL) realizadas em
um mesmo dia, preparadas de maneira independente, sob as mesmas condi¢cdes de operacéo,
com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. Ja a precisdo intermediaria foi determinada a

partir da andlise da proximidade entre os resultados obtidos de determinagdes em triplicata de
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amostras com as mesmas concentracOes avaliadas na repetibilidade, em dois dias néo
consecutivos, preparadas de maneira independente, mas realizadas por operadores distintos, sob

as mesmas condicdes operacionais empregadas anteriormente.

4.4.4 Exatiddo

Para determinacdo da exatiddo, foram utilizadas as mesmas concentracfes do estudo de
precisdo, 1ug/mL, 2ug/mL e 5ug/mL em triplicata. Os resultados foram expressos em funcéo
da relacdo entre a concentracdo média, determinada experimentalmente, e a concentracdo
tedrica correspondente, conforme a seguinte formula: [(concentracdo média experimental -

concentracdo tedrica) x 100].

4.45 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir da variacdo do fluxo para testar a alteracéo
da condicdo experimental. As amostras foram analisadas sob essas condi¢des alteradas, e as

variagdes nos resultados foram avaliadas estatisticamente.

4.4.6 Limite de quantificagdo

O Limite de quantificacdo foi determinado a partir da analise de solu¢cdes com
concentragéo baixa de ibuprofeno, preparadas em quintuplicata de forma independente, a partir
de uma soluc¢do inicial do farmaco em metanol na concentracdo de 1mg/mL, diluidas em

solucdo tampdo fosfato (pH 7,4).

4.4.7 Estudo de recuperacgdo do IBU a partir do estrato corneo

Tendo em vista a futura avaliagdo do desempenho das formulagfes desenvolvidas em
estudos in vitro de permeacdo cuténea, foi realizado um estudo para anélise da recuperagéo do
IBU em estudos de extracao a partir do estrato corneo.

Inicialmente, o estrato corneo foi removido da pele de orelha de porco através da técnica
de tape stripping, que consiste no uso de fitas adesivas para remog¢éo dessa camada da pele. De
forma geral, foram utilizados 15 pedagos de fitas cortados uniformemente para remogéo

sequencial do estrato corneo das orelhas de porco. As fitas foram manuseadas com uma pinga
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para evitar contato das mesmas com outros materiais que pudessem interferir na analise. Apds
a retirada do estrato cdrneo, as fitas contendo o estrato corneo foram adicionadas em um tubo
de fundo conico, e acrescidas de IBU. Em seguida, o solvente extrator, constituido de HCI 0,1M
e metanol na proporc¢éo 90:10 (pH ~ 1,8 — 2,0) foi adicionado e o conjunto submetido a agitagédo
constante, sob aquecimento a 60°C durante tempo pré-estabelecido. Em seguida, as amostras
foram transferidas para agitacdo em sonicador, durante tempo pré-estabelecido, e por fim,
submetidas a filtracdo (0,45 mm) para posterior analise por CLAE (item 4.3).

Para otimizar a extracdo do IBU, foi realizado um estudo de planejamento fatorial
completo para avaliar a influéncia de quatro fatores: (i) o volume de solvente extrator
empregado, (ii) atemperatura e (iii) 0 tempo empregados para agitacdo magnética e (iv) o tempo
empregado para agitacdo em sonicador. Cada fator foi avaliado em dois niveis, além de um
ponto central. Os niveis superior e inferior sdo representados como “+” ¢ “-”, respectivamente,
enquanto o ponto central ¢ representado por “0” (Tabela 2). Esse procedimento resultou em
um planejamento fatorial 2¥, onde o ndmero "2" representa os dois niveis testados e k ¢ igual
ao numero de fatores. Como foram 4 fatores, isso corresponde a um planejamento 24,
totalizando 16 experimentos que foram realizados aleatoriamente. O software Statistica versdo

10.0 foi utilizado para o delineamento experimental e anélise dos resultados.

Tabela 2 — Condigdes experimentais empregadas para extracéo do IBU a partir do estrato cérneo em estudo de
planejamento fatorial com ponto central

Niveis
Fatores - 0 +
Volume (mL) 10 15 25
Temperatura (°C) 40 60 80
Tempo de agitagdo (min) 10 20 30
Tempo de Sonicagdo (min) 30 45 60

45 OBTENCAO DAS MICROEMULSOES

Para o preparo das microemulsdes, foi utilizado alcool benzilico ou carbonato de
propileno como fase oleosa. Lecitina contendo 98% de fosfatidilcolina e isopropanol foram
empregados como tensoativo e cotensoativo, respectivamente. Agua destilada foi utilizada
como fase aquosa para a obtencdo das formulagfes. Com a finalidade de identificar as regides
de microemulsdes, foram construidos trés diagramas de fase pseudo-ternarios para cada fase

oleosa testada, através da titulacdo lenta de uma série de misturas de fase oleosa/tensoativos,
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variando de 9:1 a 1:9 m/m com aliquotas de 50uL de agua destilada, a temperatura ambiente,
sob agitacdo magnética continua. Os diferentes diagramas foram construidos variando-se a
proporcéo de tensoativo/cotensoativo de 1:2, 1:1 e 2:1.

Aliquotas de agua foram adicionadas até turvacdo da mistura e ap6s a adicdo de cada
aliquota de agua, as amostras foram visualmente inspecionadas para a classificacdo dos
sistemas formados em translicido e monofésico, com baixa viscosidade, translicido e
monofésico de maior viscosidade e sistemas bifasicos. Amostras transldcidas, isotropicas e de
baixa viscosidade, foram classificadas como microemulsdes.

Para a construcdo grafica dos diagramas pseudo-ternarios, as proporcdes dos
componentes foram plotados com o auxilio do programa OriginPro® 9. Dentre os diagramas
de fase obtidos que resultaram em areas de microemulsées com ampla varia¢do no contetdo de
agua, foram selecionadas formulagdes para serem utilizadas na obtencdo de nanosuspensdes de

ibuprofeno, de maneira semelhante a técnica proposta por Trotta et al. (2003).

46 CARACTERIZACAO DAS MICROEMULSOES

Apos a construcdo dos diagramas pseudo-ternarios, formulacdes selecionadas dos
diferentes diagramas foram avaliadas quanto a isotropia do sistema formado, diametro médio
das goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH. As analises foram realizadas apds

diferentes periodos de tempo de preparo das formulac@es: 1, 2, 3, 5, 15 e 30 dias.

4.6.1 Microscopia de luz polarizada

Aliquotas de cada amostra foram analisadas em laminas sob microscopio dptico de
polarizacdo (Leica DM750M), acoplado com camera digital (Leica ICC50W), através da qual
foram obtidas imagens processadas em software (LAS EZ).

4.6.2 Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidispersdo (pDlI) e potencial

Zeta

O didmetro médio das goticulas e indice de polidispersdo das microemulsdes
selecionadas foi determinado através de técnica de espalhamento dindmico de luz, utilizando
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK), em triplicata e a temperatura

controlada de 25° C e angulo de 90°, sem diluicao
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4.7 OBTENCAO DAS NANOSUSPENSOES

As nanosuspensbes foram preparadas, de forma geral, a partir da diluicdo de
formulacGes selecionadas dos diferentes diagramas pseudo-ternarios, previamente
caracterizadas, acrescidas de ibuprofeno a 5% (m/m), sob continua agitacdo em agitador
magnético, a partir de adaptacGes a metodologia proposta por Trotta et al. (2003), conforme

descrito no fluxograma apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Sequéncia de etapas empregadas para o preparo das nanosuspensdes utilizando formulacdes
selecionadas

lg de Adicdo de aliquotas Adicdo de aliquotas de

microemulsio + de 25uL a cada 1 50 uL a cada 1 minuto
50 mg de - minuto até - até completar o
ibuprofeno completar ImL volume desejado

Para otimizar o preparo das nanossuspensfes com caracteristicas desejadas, foi
realizado um estudo com planejamento fatorial, para a analise da influéncia de trés fatores: (i)
proporcéo de diluicdo das microemulsdes, (i) pH da fase aquosa da microemulséo e (iii) pH da
agua de diluicdo. O delineamento foi realizado com dois niveis e um ponto central, conforme
descrito a seguir, na Tabela 3, resultando em um planejamento 23. Para uma compreensio mais

aprofundada sobre a elaboracéo do estudo fatorial, recomenda-se consultar o topico 4.4.7.

Tabela 3 — CondicGes experimentais empregadas para obtengdo de nanossuspensdes, através de diluicdo das ME
selecionadas, em estudo de planejamento fatorial com ponto central

Niveis
Fatores - 0 +
Proporcéo de diluigdo da ME 1:2 1:3 1:4
pH da fase aquosa da ME 2 Sem ajuste” 6
pH usado na diluicdo da ME 2 Sem ajuste” 6

* = aproximadamente 7 na formulag&o final.

Para controle do pH (na fase aquosa das microemulsdes ou na diluigéo das formulacGes
nanoestruturadas para obtencéo das nanossuspensdes), foram empregadas solugdes tamponadas
(tampéo fosfato 0,1M com pH 2 ou 6) ou o ajuste com solucdo de HCI 0,1M, para avaliar a

influéncia do pH nas caracteristicas das nanoparticulas formadas, uma vez que a solubilidade
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do ibuprofeno é ph-dependente (Potthast et al., 2005). As nanossuspensdes foram produzidas
24h apo6s o preparo das microemuls@es, que ficaram mantidas sob agitacdo durante esse periodo,
até a etapa de diluicéo.

As diferentes nanossuspensdes obtidas a partir do delineamento experimental proposto,
derivadas de formulacBes oriundas dos variados diagramas pseudo-ternarios foram
caracterizadas quanto ao didmetro medio das particulas e indice de polidispersdo conforme

previamente descrito no item 4.6.2, 24h ap6s o preparo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 METODOLOGIA ANALITICA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

O cromatograma tipico obtido a partir das condicGes de analise de quantificacao do IBU
esta representado na Figura 6. O tempo de retencdo foi de aproximadamente 6 minutos. Na
literatura, a faixa de tempo de retengdo do IBU para os diferentes métodos validados é variado,
sendo mencionados tempos de 3,5 a 9 minutos (Gomez; Martinez; Martinez, 2010; Jahan et al.,
2014; Thomas et al., 2008).

Figura 6 — Cromatograma referente ao IBU, empregando coluna Phenomenex HyperClone ODS Cs (250 x 4,60
nm; Spm), fase movel metanol: HCI 0,07% (80:20) (v/v); fluxo de 1,0 mL/min; volume de injeg¢do de 20 pl;

deteccdo a 223 nm
mAL

404 PDA Multi 1 223nm 4nmy

20

104 | I|

min

5.1.1 Linearidade

Para avaliacdo do parametro de linearidade foram utilizadas amostras na faixa de
concentragédo de 0,5 a 10 pg/mL para construgao de curva de calibragdo com ajuste de regressao
linear. Os dados da curva analitica estdo representados na Tabela 4.

O valor do coeficiente de determinagdo (R?) calculado a partir da curva de calibragio
realizada em triplicata foi de 0,9963, indicando comportamento linear entre as concentragdes
do IBU e os sinais analiticos obtidos. Segundo a ANVISA (Brasil, 2017), o coeficiente de

determinacdo do modelo estatistico linear deve ser igual ou superior a 0,99. Sendo assim, 0
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valor de R? calculado na anélise do IBU pelo método desenvolvido obedece aos limites
estabelecidos. A curva analitica obtida para quantificagdo do IBU esta apresentada na Figura 7.

Tabela 4 — Curva analitica do IBU na faixa de concentragdo de 0,5 a 10 pg.mL-1. Equacéo da reta: y = 36822x +
1548,6; coeficiente de determinacio: R?= 0,9988

Concentracao de IBU (ug/mL) Area dos picos
0,5 15906 (+ 1349,913084)
1 32190 (+ 2647,407789)
15 50798 (+ 2890,652521)
2 74498 (+ 542,76000)
5 190995 (+ 218,495995)
10 362767 (+ 352,7707)

* Os valores entre parénteses representam o desvio padrdo de 3 determinagdes.

Figura 7 — Curva analitica do IBU na faixa de concentragdo de 0,5 a 10 pg.mL-1. Equacgdo da reta: y = Equagdo
da reta: y = 36822x + 1548,6; coeficiente de determinagdo: R?= 0,9988

400000
350000
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250000
200000
150000
100000

50000
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As amostras utilizadas para avaliagdo da linearidade tiveram concentragéo variando de
0,25 ug, 0,5 pug, 1 pg, 3 ug e 10 pg. O coeficiente de determinacdo (R?) obtido foi de 0,996,
indicando uma correlacao linear robusta, visto que esse valor se aproximou significativamente
de 1. A partir do grafico de residuos e valores ajustados, é possivel identificar que os residuos

se distribuem normalmente (Figura 8).
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Figura 8 — Gréfico de residuos e valores ajustados do IBU
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5.1.2 Seletividade

Com relagdo a seletividade do método, ndo foram observados interferentes no tempo de
retencdo do analito da nanosuspensdo analisada em comparacdo a amostra contendo todos 0s
constituintes da formulacdo sem o farmaco (Figura 9). Diante dos resultados, é possivel inferir

gue o0 método se demonstrou seletivo para a quantificacdo do ibuprofeno.

Figura 9 — Sobreposicdo dos cromatogramas contendo ibuprofeno (Data 1) e sem o farmaco (Data 2)
uv

25000+

0 AN Data1t

i - Data2

0.0 25 5.0 7.5 10,0 12,5
min

5.1.3 Precisao

A repetibilidade foi avaliada através do DPR calculado para analises em triplicata de
trés diferentes concentragdes de IBU (1, 2 ¢ 5 pg/mL). O valor maximo de desvio padréo
relativo obtido para essas analises em triplicata foi de 5,15%, conforme visualizado na Tabela
5.
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Tabela 5 — Parametros analiticos para andlise de precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e exatidao do IBU
empregando coluna Phenomenex HyperClone ODS Cig (250 x 4,60 nm; 5um), fase movel metanol: HCI 0,07%
(80:20) (v/v); fluxo de 1,0 mL/min; volume de inje¢do de 20 ul; detec¢do a 223 nm

Repetibilidade Reprodutibilidade

Concentracao (DPR) (DPR) Exatiddo
1 pg/mL 4,37 5,24 26,05
2 pg/mL 5,15 6,83 3,78
5 pg/mL 1,59 3,72 11,43

A precisdo intermediaria foi determinada pela proximidade obtidos em triplicata das
amostras, utilizando as mesmas concentragdes utilizadas na repetibilidade. O desvio padrdo
relativo dessas determinacfes foi um pouco superior. A dispersdo dos resultados em valores
adequados reforca a confiabilidade do método analitico para a determinacdo de concentracdes

de IBU, e proporciona resultados consistentes e reprodutiveis.

5.1.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico indica a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2017), e pode ser calculada como
a porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou
como a diferenga porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos

intervalos de confianca. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 5.

5.1.5 Robustez

Os resultados dos testes de robustez do método analitico para a concentracao de 5 pg/mL

de IBU sdo os seguintes:

Tabela 6 — Dados analiticos obtidos para a avaliacdo de robustez

Fluxo 1mL/min Fluxo 1,03 mL/min
Area do pico 189.685 187.918
Tempo de retencéo 5,637 5,454

Esses resultados indicam que o método analitico é robusto em relagdo a variagdes no
fluxo, uma vez que as diferencas observadas na area do pico e no tempo de retencdo sdo
relativamente pequenas. A consisténcia dos resultados mesmo com uma variagéo de 1,03 no
fluxo sugere que o método é capaz de fornecer medidas confiaveis sob diferentes condi¢des de

fluxo.
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5.1.6 Limite de quantificacéao

O limite de quantificacdo refere-se a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisao e exatiddo aceitaveis (ANVISA, 2003). Através da analise
de solucdes contendo baixas concentracdes de Ibuprofeno, o limite de quantificacdo foi
estabelecido. Na Tabela 7 pode-se observar os valores de preciséo e exatiddo obtidos de analise
de solugdes contendo baixa concentracdo de IBU por CLAE-DAD conforme condicoes

especificadas no item 4.3.

Tabela 7 — Precisdo e exatiddo da analise por CLAE-DAD de baixas concentracdes de IBU para determinacdo do
limite de quantificacdo
Concentracao Tedrica Concentracdo Analisada

(ng.mL™) (ng.mL™)
0,5 0,4952 (+ 0,0181) -0,46 3,66

Exatiddo? Precisdo®

Os valores entre parénteses representam o desvio padrdo de 5 determinacdes.
@ expressa como E% = ([ ] obtida - [ ] tedtica) x 100).
b expressa como desvio padréo relativo (DPR = desv pad/ [ ] média x 100).

De acordo com os dados obtidos, € possivel observar que a concentracdo de 0,5ug/mL
apresenta valores de precisdo e exatiddo adequados e, ao ser colocada na curva de calibracéo
proporcionou o coeficiente de correlagéo linear de 0,99, sendo, portanto, essa a concentracao

empregada como limite de quantificacdo do método.

5.1.7 Estudo de recuperacdo do IBU a partir do estrato cérneo

O estudo fatorial teve como objetivo identificar a condicdo ideal para extracdo do
ibuprofeno das peles de orelha de porco. No decorrer da andlise, ficou evidente que nenhuma
das variaveis testadas apresentou significancia estatistica. Portanto, foi adotada uma
metodologia de extracdo mais eficiente em termos de tempo, considerando que ndo haveria

alteracdes significativas nos resultados.
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Tabela 8 — Andlise combinatdria utilizada no delineamento experimental para a extragdo do IBU a partir do
estrato corneo, e os respectivos valores ajustados de area do pico cromatogréafico, empregando coluna
Phenomenex HyperClone ODS Cis (250 x 4,60 nm; Sum), fase movel metanol: HCI 0,07% (80:20) (v/v); fluxo
de 1,0 mL/min; volume de injec¢do de 20 pl; detec¢do a 223 nm

Experimento  Volume (mL) Tem?oegl tura AI; ?gggo St-)rneir:arzggo Area do IBU
1 10 40 10 30 344207.2
2 25 40 10 30 376874
3 10 80 10 30 357820
4 25 80 10 30 380119
5 10 40 30 30 342492
6 25 40 30 30 343307
7 10 80 30 30 338603.6
8 25 80 30 30 367009
9 10 40 10 60 340020.4
10 25 40 10 60 342989
11 10 80 10 60 329548
12 25 80 10 60 356438
13 10 40 30 60 369030.4
14 25 40 30 60 367429
15 10 80 30 60 336578
16 25 80 30 60 356818
17 15 60 20 45 373762651
18 15 60 20 45 368063253
19 15 60 20 45 388528.313

Ao examinar de perto cada ponto de dados e sua influéncia no resultado final, observa-
se que nenhum deles atingiu um nivel de significancia estatistica que justificasse sua inclusao
na extracao do ibuprofeno no grafico de Pareto (Figura 10), que destaca a relevancia de cada
variavel em relacdo ao todo. E possivel presumir que a ado¢do de condigcbes mais extremas no
estudo fatorial poderia ter exercido uma influéncia mais marcante nos resultados da extragao
do ibuprofeno. A variacdo intensificada das condi¢Ges experimentais poderia potencialmente
amplificar os efeitos das varidveis em jogo, possivelmente conduzindo a uma extracdo mais

eficiente e, consequentemente, a resultados mais notaveis e distintos.
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Figura 10 — Grafico de Pareto demonstrando que nenhuma das variaveis testadas alcancou significancia

(1)Vol.Extragéo
3by4
2by4
1by2

(4)Temp. Sonicagéo
2by3
1by3
1by4

(3)Temp.Agitacéo

(2)T° Extracéo

estatistica

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Resultado

2**(4-0) design; MS Residual=254680E3
DV: Resultado

‘ 2.078544

‘ 2.012517

‘ -1.20245

‘ 9866941

‘ -.808039

-.674933
-.579079
-.559084
-.10572
-.053504

p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Com base nos dados apresentados, a metodologia de extracdo com um volume de 15

mL, temperatura de 60°C, tempo de agitacdo de 20 minutos e tempo de sonicagdo de 45 minutos

foi escolhida.

5.2 MICROEMULSOES

Os diagramas de fases construidos para identificacdo das areas de microemulséo

utilizando alcool benzilico ou carbonato de propileno como fase oleosa, lecitina como

tensoativo e isopropanol como cotensoativo, estdo representados nas Figuras 10, 11 e 12,

variando nas proporc¢des de lecitina e isopronanol em 2:1, 1:1 e 1:2, respectivamente.

Figura 11 — Representacdo gréfica dos diagramas de fase pseudo-ternarios obtidos contendo lecitina e
isopropanol na proporg¢do 2:1 (A), 1:1 (B) e 1:2 (C) respectivamente e &lcool benzilico como fase oleosa

0 20 40 60 80 100

Fase oleosa (%)

Fase oleosa (%)




45

Figura 12 — Representacédo grafica dos diagramas de fase pseudo-ternarios obtidos contendo lecitina e
isopropanol na proporgdo 2:1 (A), 1:1 (B) e 1:2 (C) respectivamente e carbonato de propileno como fase oleosa
= Agua

0 20 40 60 80 100

0 20 40 60 80 100

Fase Oleosa (%) Fase Oleosa (%) Fase Oleosa (%)

Através da construcdo de diagramas pseudoternarios, € possivel identificar a formacéo
de diferentes sistemas com caracteristicas macroscopicas distintas, como microemulsdes e
cristais liquidos, assim como sistemas emulsionados ou bifasicos.

Como tensoativo, foi escolhida a lecitina de soja. A mesma é classificada como
tensoativo anfétero, visto que sua estrutura é formada por uma bicamada lipidica possuindo
duas longas cadeias de hidrocarbonetos. Também apresenta tendéncia a formar cristais liquidos
a depender da concentragdo micelar critica do sistema (Shinoda; Kaneko, 1988). E bastante
versatil, sendo usada ndo somente para preparar microemulsées, como também outros sistemas
como por exemplo, lipossomas (Paolino et al., 2002).

O co-tensoativo atua aumentando a fluidez do sistema e diminuindo ainda mais a tenséo
interfacial. Como cotensoativo, foi selecionado o alcool isopropilico, por se tratar de um alcool
de cadeia curta. Nas concentracfes desejaveis, possuem a capacidade de aumentar a
disponibilidade do medicamento na pele (Ande et al., 2022).

As areas delimitadas correspondem as amostras translicidas obtidas apds a adi¢do de
agua, o que indica a probabilidade de formacao de microemulsfes. A presenca dessas regides,
variando a proporcdo de tensoativo/cotensoativo, foi consideravelmente extensa e de
comportamento semelhante para as duas fases oleosas testadas (alcool benzilico e carbonato de
propileno). E possivel verificar o aumento da area de sistemas transldcidos formados com o
aumento da concentracdo do cotensoativo (isopropanol), o que pode ser atribuido a capacidade
do cotensoativo de se acumular na camada interfacial, reduzindo ainda mais a tensdo entre as
duas fases e aumentando a estabilidade quimica da formulacéo (Sisak; Daik; Ramli, 2017).

Dentre as formulagdes dos diagramas obtidos com a utilizagéo do alcool benzilico como
fase oleosa, no diagrama A, 0 maximo de dgua comportado foi de 45%, enquanto que dentre as

formulacdes do diagrama B, foi possivel adicionar até 54% de agua em uma das formulacGes
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sem a ocorréncia de turvacéo. Ja para o diagrama C, 0 méximo de 4gua adicionado sem turvagéo
foi de 63%, enquanto que para as formulacGes transllcidas obtidas com o carbonato de
propileno como fase oleosa, 0s percentuais maximos de agua suportados foram equivalentes a
13%, 50% e 62% para os diagramas A, B e C (Figuras 12 e 13), respectivamente.

A partir dos diagramas obtidos, foram selecionadas para posterior caracterizacdo
formulacdes de baixa viscosidade que, através de inspecao visual, ndo apresentaram turvacao e
mantiveram-se translicidas ap0s a adicdo sequencial de agua ao sistema. As amostras
selecionadas, com suas respectivas proporcdes de tensoativos, fase oleosa e agua, estdo

destacadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Composi¢do das formulacdes selecionadas a partir dos diagramas de fase pseudo-ternarios obtidos
com alcool benzilico ou carbonato de propileno, lecitina/isopropanol e agua, como fase oleosa, tensoativo/co-
tensoativo e fase aguosa, respectivamente

Fase oleosa (%0)

Formulacéo ) Carbonato de Tensoativos Agua
Alcool benzilico _ (%) (%)
propileno

MAB-1 48 - 322 20
MAB-2 48 - 32¢ 20
MAB-3 32 - 48° 20
MAB-4 25 - 37,5¢ 37,5
MAB-5 21,33 - 32¢ 46,66
MAB-6 15 - 35¢ 50
MAB-7 08 - 32¢ 60
MCP-1 — 12,5 50° 37,5
MCP-2 - 10 40P 50
MCP-3 — 08 72b 20
MCP-4 - 32 48° 20
MCP-5 — 25 37,5¢ 37,5
MCP-6 - 20 30¢ 50
MCP-7 - 16 64°¢ 20
MCP-8 — 12,5 50¢ 37,5
MCP-9 - 10 40°¢ 50
MCP-10 — 05 45° 50

2: lecitina/isopropanol 2:1
b: lecitina/isopropanol 1:1
¢ lecitina/isopropanol 1:2
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Entre as formulagdes selecionadas com alcool benzilico na sua composicdao (MAB-1 a
MAB-7), a excecdo de MAB-1, as demais foram selecionadas do diagrama C, com maior
proporcéo de isopropanol em relacdo a lecitina, ja que foi o diagrama em que as formulactes
apresentaram maior capacidade em comportar agua quando comparadas as formulacGes dos
diagramas A e B. As formulacdes foram selecionadas com aumento gradual na proporcéo de
agua da formulacdo, afim de verificar a influéncia desse parametro nas caracteristicas da
formulacédo. A formulacdo MABL foi selecionada do diagrama A com a finalidade de averiguar
se uma mudanca na propor¢do tensoativo/cotensoativo teria algum efeito significativo nas
caracteristicas da microemulsdo em relacdo a uma formulacdo de mesma proporcao de fase
oleosa, tensoativo e fase aquosa.

Entre formulacgdes selecionadas com carbonato de propileno na sua composi¢do (MCP-
1 a MCP-10), além da influéncia da variacao na propor¢édo tensoativo/cotensoativo (MCP-1 e
MCP-2 versus MCP-8 e MCP-9), outros critérios foram também considerados, como
quantidades variadas de fase oleosa e tensoativos para a mesma propor¢do de agua, por

exemplo.

5.2.1 Caracterizacao das microemulsdes selecionadas

As formulagGes selecionadas, indicadas na Tabela 12, foram avaliadas quanto a
isotropia do sistema formado, por microscopia de luz polarizada, assim como submetidas as
analises mais usuais para caracterizacdo de microemulsées, incluindo o didmetro médio, indice
de polidispersdo, potencial zeta e pH. Para avaliar a estabilidade dos sistemas formados, todas

as anélises foram realizadas nos intervalos de 1, 2, 3, 5, 15 e 30 dias apds o preparo.

5.2.2 Microscopia de luz polarizada

Para verificar a isotropia do sistema, todas as formulacdes selecionadas foram
submetidas a analise por microscopia de luz polarizada, com a finalidade de verificar a isotropia
do sistema. Sob um plano de luz polarizada, a amostra € anisotropica se for capaz de desviar o
plano da luz incidente e isotrépica se ndo desviar a luz, sendo possivel de ser visualizado como
uma area completamente escura (Fanun, 2008). De acordo com Damasceno et al. (2011) as
microemulsdes ndo sdo visualizadas na microscopia de luz polarizada porque suas particulas

representam apenas ¥2 do comprimento de onda de luz incidente.



48

As Figuras 13 a 27 ilustram as fotomicrografias obtidas das formulagfes estudadas, a
partir de 24h ap6s seu preparo, e nos demais periodos destacados (2, 3, 7, 15 e 30 dias), e

demonstram o comportamento das formulac¢@es ao longo do periodo avaliado.

Figura 13 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MAB -1 apds 1, 2, 3, 7, 15 e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 14 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MAB -2 apds 1, 2, 3,7, 15¢e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 15 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MAB -3 apds 1, 2, 3,7,15¢e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 16 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MAB -4 apds 1, 2, 3,7,15¢e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

A analise microscopica criteriosa das formula¢ées MAB-1, MAB-2, MAB-3 e MAB-4
evidenciou a presencga de alguns pequenos cristais, principalmente nos dias iniciais apds o
preparo das formulagdes. No entanto, é possivel observar também a mudanga gradativa nas
formulagdes, com a reorganizacdo dos sistemas formados. Decorridos 15 dias, basicamente ndo

sdo mais encontradas estruturas cristalinas para as formulagdes citadas.
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A formulacdo MAB-5, ap6s 24h, com a interrup¢do da agitacdo magnética apresentou-
se turva, e dessa forma, ndo foi considerada para essa analise. JA MAB-6 e MAB-7 apresentaram
turvacdo ao completarem 30 dias. As Figuras 17 e 18 ilustram as fotomicrografias obtidas para

essas duas formulacgdes, respectivamente.

Figura 17 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MAB -6 apds 1, 2, 3,7, 15 e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 18 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MAB -7 apds 1, 2, 3,7, 15¢e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Para a maioria das amostras estudadas, houve a formacgédo de estruturas cristalinas.
Conforme afirma Formariz et al. (2005) tensoativos da classe dos lipidios sdo propicios a
formarem estruturas cristalinas. Sendo assim, a lecitina utilizada no presente estudo, por se
tratar de tensoativo formado de uma cadeia lipidica, favoreceu a formag&o dessas estruturas. O

predominio das estruturas cristalinas é observado sobretudo para as formula¢fes com carbonato
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de propileno na composicdo, conforme pode ser observado nas Figuras 19 a 21 a seguir, que
ilustram as formulagdes MCP.

Figura 19 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulagdo MCP -1 ap6s 1, 2, 3, 7 e 15 dias do
preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).



55

Figura 20 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulagdo MCP -2 apés 1, 2, 3, 7 e 15 dias do
preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 21 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MCP -3 apés 1, 2 e 3 dias do
preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Conforme pode ser observado nas fotomicrografias ilustradas nas Figuras 19 a 21,
estruturas bem organizadas, caracteristicas de cristais liquidos, estdo presentes para as
formulacbes MCP-1, MCP-2 e MCP-3, com destaque para a presenca de cruzes de malta,
caracteristicas de cristais liquidos lamelares. No caso da formulacdo MCP-1, percebe-se a
presenca dessas estruturas nas analises realizadas logo no primeiro dia, € novamente ap6s
decorridos 15 dias, e para MCP-2, até o terceiro dia de analise. Ambas as formulacfes se
apresentaram turvas previamente a andlise do dia 30. Ja a formulacdo MCP-3 também
apresentou estruturas organizadas, caracteristicas de cristais liquidos, mas do tipo hexagonais,
sem a presenca das cruzes de malta. Essa formulagdo apresentou-se turva previamente a analise
do dia 7. A formulacdo MCP-4, ap0s 24h, com a interrup¢do da agitacdo magnética apresentou-
se turva, e dessa forma, assim como MAB-5, também néo foi considerada para essa analise.

As formulagbes, a partir da MCP-5 até MCP-10 apresentaram comportamento
semelhante as formulagfes com alcool benzilico, também com a presenca de alguns pequenos

cristais, principalmente nos dias iniciais apos o preparo das formulac6es, que gradativamente
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se reorganizam durante o periodo do estudo. Apenas na primeira analise da MCP-5 percebe-se
a formacado das cruzes de malta. E, dentre essas formulagdes, apenas MCP-6 apresentou-se turva
previamente a analise do dia 30, todas as demais mantiveram-se translucidas. As Figuras 22 a
27 ilustram as fotomicrografias obtidas para as formulagcbes MCP-5, MCP-6, MCP-7, MCP-8,
MCP-9 e MCP-10, respectivamente.

Figura 22 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulagdo MCP -5 apéds 1, 2, 3, 7, 15 e 30 dias
do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente)

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 23 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MCP -6 apés 1, 2, 3, 7 e 15 dias do
preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

E——

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 24 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulagdo MCP -7 apés 1, 2, 3, 7, 15 e 30 dias
do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 25 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulagdo MCP -8 apds 1, 2, 3, 7, 15 e 30 dias
do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente
100 pm i

e

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 26 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulagdo MCP -9 apés 1, 2, 3, 7, 15 e 30 dias
do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 27 — Fotomicrografias (com aumento de 20x) referentes a formulacdo MCP -10 ap6s 1, 2, 3,7, 15 e 30
dias do preparo (da esquerda para a direita e de cima para baixo, respectivamente
> v ¥ 100 pm e

e

\

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

5.2.3 Diametro médio e Indice de polidisperséo (Pdl)

A Tabela 10 mostra os valores de diametro médio obtido e indice de polidispersédo apos

1,2,3,7,15 e 30 dias apds o preparo das formulacdes selecionadas.
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Tabela 10 — Valores de diametro médio e Pdl para as formulacdes selecionadas a partir dos diagramas de fase
pseudo-ternarios obtidos com alcool benzilico ou carbonato de propileno, lecitina/isopropanol e 4gua, como fase
oleosa, tensoativo/co-tensoativo e fase aquosa, respectivamente, determinados por espalhamento dindmico de luz

apos 1, 2, 3, 5, 15 e 30 dias do preparo

Diametro médio (nm) (xPdl)

Formulacéo
1d 2d 3d 7d 15d 30d

MAB.L 17,18 15,74 13,04 1612 9,515 10,26

(£0.342)  (0345)  (+0364)  (£1,000)  (£0.438)  (+0.355)
4,49 3,729 22,62 34,3 3483

MAB-2 #0197)  (z0236) PL@EOI2) 0019 (20152)  (£0.497)

MAB.3 13,29 6,778 7,633 31,02 5,039 6,105
(#0175)  (#0147)  (+0111)  (20179)  (+0207)  (¥0.150)

MABA 8,823 9,627 9,922 10,12 11,32 (0, 15,94
(£0,088)  (+0.067)  (+0073)  (£0,070) 067) (20.124)

MAB-5 x

MAB.C 14,62 14,37 14,91 16,05 21,24 .
(£0.076)  (0,043)  (+0,081)  (£0,080)  (20.127)

MAB.7 24,07 24,38 25,29 32,23 30,97 .
(£0,059)  (:0,060)  (+0072)  (+0,249)  (+0,097)

MCP-1 16,03 (£0,210) 15,82 (+0,210) 15,99 (0,234) 22,44 (+0,187) 144,0 (+0,386) x

MCP-2 20,57 (£0,109) 20,78 (+0,076) 22,91 (+0,084) 1016 (+0,558) 1’(5+8092‘ég‘)m *

MCP-3 33,49 (£0,211) 36,13 (£0,190) 30,04 (0,178) *

MCP-4 .

MCP-5 28,62 31,18 31,26 37,06 41,55 34,98
(#0.130)  (+0.126)  (+0274)  (20,153)  (0.156)  (+0.195)

MCP-6 27,10 27,54 29,16 30,59 35,45 .
(£0,142)  (#0,140)  (+0183)  (0.173)  (+0,202)

MCP-7 15,73 16,85 17,77 32,23 76,53 21,41
(#0217)  (0238)  (#0261)  (20,249)  (x0.675)  (£0.142)

MCP-8 17,6 17,52 18,49 21,06 21,17 452
(£0.242)  (20247)  (0220) (0,205 (+0.255)  (¥0.255)

MCP-9 19,73 20,18 20,66 19,07 491 71,38
(£0,098)  (:0.939)  (+0,098)  (£0173)  (20.281)  (£0.272)

MCP-10 18,84 18,69 18,83 20,6 23,9 32,14
(+0.104)  (0,080)  (+0,106)  (+0,172)  (0.185) (+0.134)

* = precipitou

Conforme mencionado por Callender et al. (2017) o tamanho médio das goticulas em

uma microemulséo deve situar-se na faixa de 10-100 nm, desempenhando um papel crucial em

diversas areas. Esse tamanho adequado assegura a estabilidade do sistema, evitando a
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sedimentacdo causada por particulas muito grandes. Além disso, o tamanho das particulas
também afeta a capacidade de encapsulacdo de substancias ativas e influencia as propriedades
reoldgicas, como a viscosidade.

Durante os primeiros dias de andlise, todas as amostras exibiram um tamanho médio de
goticulas abaixo de 100 nm. No entanto, ao longo do estudo, algumas amostras experimentaram
um aumento abrupto de tamanho, chegando ao ponto de precipitar no 30° dia, tornando-se
inviaveis para estudos posteriores, e, dessa forma, foram descartadas. Alem disso, as
formulacbes MAB-5 e MCP-4 precipitaram apds cessacao da agitacdo ainda no primeiro dia de
analise e assim, também foram descartadas.

As amostras preparadas com alcool benzilico que apresentaram valores de didmetro
médio compativeis, conforme o esperado para microemulsdes durante os 30 dias de analise
foram MAB-1, MAB-3 e MAB-4. Com carbonato de propileno como fase oleosa foram as
MCP-5, MCP-7, MCP-8, MCP-9 e MCP-10. Entretanto, apenas MAB-3, MAB-4, MCP-5 e
MCP-10 demonstraram valores de Pdl desejaveis. O Pdl fornece dados sobre o grau de
uniformidade das goticulas em uma microemulsdo. Particulas com tamanhos semelhantes
tendem a permanecer dispersas uniformemente, evitando aglomeracao ou separacdo de fases
(Zhi et al., 2020).

Dessa forma, as microemulsdes com melhores caracteristicas em relagcdo ao tamanho de
particula e Pdl, foram a MAB-3, MAB-4, MCP-5 e MCP-10, com composi¢do indicada na
Tabela 9.

5.3 FORMULAGCOES SELECIONADAS PARA O PREPARO DAS
NANOSUSPENSOES

A partir dos dados obtidos das analises macroscopicas, microscopicas e de
espalhamento dindmico de luz (DLS), foi possivel selecionar as formulacdes a serem utilizadas
para o preparo das nanosuspensdes: MAB-3, MAB-4, MCP-5 e MCP-10, com composi¢ao
indicada na Tabela 12. As amostras selecionadas tiveram como caracteristica comum, o fato de
pertencerem aos diagramas C, portanto, com maior proporc¢do de cotensoativo (isopropanol)
em relacdo ao tensoativo (lecitina), sendo vantajoso devido ao custo elevado da lecitina por
conta de sua alta pureza. E, a excecdo da formulacdo MAB — 3, as demais apresentam maior
proporcdo de agua em relacdo a fase oleosa, 0 que sugere a classificacdo o/a, ja que a fase

continua é geralmente formada pelo componente presente em maior quantidade.
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5.4 NANOSUSPENSOES

As formulacgdes selecionadas (MAB-3, MAB-4, MCP-5 e MCP-10) foram acrescidas
de 50 mg de ibuprofeno e utilizadas como base para o preparo das nanossupensdes, conforme
a metodologia proposta por Trotta et al. (2002). Uma vez que o ibuprofeno apresenta
solubilidade pH-dependente, a influéncia do pH no preparo das formulagdes iniciais e no
preparo das nanossuspensdes em relacdo as caracteristicas finais das particulas em
nanossuspensdo foi avaliada.

Estudos preliminares com planejamento fatorial foram realizados com a formulagéo
MAB — 4, com o ajuste do pH através do preparo das formulag@es iniciais com solugcdo aquosa
tamponada, assim como a obten¢do das nanossuspensées com solucdo aquosa tamponada na
etapa de diluicdo. Nesses estudos iniciais, a proporcéo utilizada da dilui¢cdo das microemulsdes
também foi variada entre 1:2, 1:3 e 1:4. Os resultados iniciais obtidos de didmetro médio e Pdl
para as nanossuspensdes originadas a partir de MAB — 4 estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11 — Andlise combinatdria utilizada no delineamento experimental para a producéo de nanossuspensdes a
partir da formulacdo MAB-4 e os respectivos valores de didmetro médio e Pdl obtidos

pH Fase aquosa Proporcéo de Diametro Médio

Formulagéo ME pH de diluicdo NP diluicao (nm) (+PdI)
NAB 4.1 pH 2 pH 2 1:2 1089 (+0,958)
NAB 4.2 pH 2 pH 2 1:4 1617 (+0,447)
NAB 4.3 pH 6 pH 2 1:2 1033 (x0,915)
NAB 4.4 pH 6 pH 2 1:4 2081 (+0,524)
NAB 4.5 pH 2 pH 6 1:2 1283 (+0,510)
NAB 4.6 pH 2 pH 6 1:4 1694 (+0,292)
NAB 4.7 pH 6 pH 6 1:2 1215 (+0,888)
NAB 4.8 pH 6 pH 6 1:4 1273 (+0,188)

47,5 (+0,292)
NAB 4.9 Sem ajuste* Sem ajuste* 1:3 157,4 (£0,255)
131,6 (+0,421)

* = gproximadamente 7 na formulacéo final.
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A partir dos resultados iniciais obtidos para o desenvolvimento das nanossuspensoes,
indicados na Tabela 11, pode-se perceber a influéncia direta do uso de solugdes tamponadas no
diametro médio e Pdl das particulas, visto que a formulacdo NAB-4.9, obtida sem ajuste de pH,
apresenta os menores valores de diametro médio, enquanto todas as demais apresentam valores
superiores a 1000nm.

Entre os fatores avaliados com planejamento fatorial, pode-se observar que, de maneira
geral, quanto maior a proporcdo de diluicdo, maior o diametro médio das particulas obtidas,
para todas as condi¢cOes de variacdo de pH testadas - as formulag¢6es obtidas por diluicdo na
propor¢éo 1:4 apresentaram valores minimo e maximo de didmetro medio de particula de 1273
nm e 1694 nm respectivamente, enquanto as formulagdes obtidas com dilui¢do na proporcéo
1:2 apresentaram valores minimo e maximo de 1033 nm e 1283 nm respectivamente.

Os resultados preliminares obtidos indicam que o uso do tampé&o fosfato e a proporcao
de diluicdo desempenham papéis significativos no tamanho final das particulas nas
nanossuspensdes. A adicao dos sais de fosfato, para ajuste do pH, parece afetar a interacdo entre
0s componentes da microemulsdo e/ou a agregacdo das particulas nas nanossuspensdes. Da
mesma forma, a proporcdo de diluicdo parece ter uma influéncia direta, onde proporgdes
maiores, logo com maior quantidade de particulas de sais de fosfato, levam a particulas maiores
em nanossuspensado. Essas observacdes sdo cruciais para o desenvolvimento de formulagoes
otimizadas para a administracéo topica de ibuprofeno.

Os valores de Pdl das amostras preparadas nessas condi¢fes também ndo sdo
compativeis com os valores de referéncia esperados em uma nanossuspensao, e assim, indicam
a instabilidade das formulagfes obtidas. Sendo assim, o delineamento experimental foi
reajustado, e os mesmos fatores de influéncia reavaliados para as formulagdes inicialmente
selecionadas, mas com o ajuste dos valores de pH na fase aquosa da formulacdo inicial e na
etapa de diluicdo para obtencao das nanossuspens@es efetuado com a adicdo de HCI 0,1 M até
atingir o pH desejado (2 ou 6). A Tabela 12 indica os valores de didmetro médio e Pdl para as
nanossuspensdes originadas a partir de MAB-3, MAB-4, MCP-5 e MCP-10.
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Tabela 12 — Andlise combinatéria utilizada no delineamento experimental para a producdo de nanossuspensdes a
partir das formulages MAB-3, MAB-4, MCP-5 e MCP-10 e os respectivos valores de didmetro médio e Pdl

obtidos
Formulaco inicial
MAB-3  MAB-4 MCP-5  MCP-10
Codigo pH fase pH de Proporcéo Diametro médio
g aquosa ME  diluicho NP de diluicio (nm) (zPdl)

_ 823 1072 4941 792

N-1 pH 2 PH 2 1:2 (1,000  (¥0520)  (+0,767)  (+0,259)
_ 1833 1025 1493 2397

N.2 pH 2 PH 2 L:4 (+0,496)  (+0,319)  (£0,352)  (+0,740)
_ 2698 1002 4677 1606

N.3 pH 6 pH 2 1:2 (+0.434)  (+0,160)  (+0,494)  (+0,385)
_ 749 683,7 590,7 766,3

N4 pH 6 PH 2 1:4 (£0,406)  (0.426)  (+0,235)  (£0.453)
_ 584 1048 4066 584

N.5 pH 2 pH 6 1:2 (£0277)  (#0,212)  (+1,00)  (+0,483)
_ 68,9 7594 510,9 510

N.6 pH 2 pHE 1:4 (+0,248)  (£0,260)  (+0,235)  (+0,235)
_ 35,55 33,86 1128 162,6

N.7 pH 6 pH 6 1:2 (£0,405)  (+0.344)  (0,294)  (+0,870)
_ 332,2 43,37 830 2735

N.8 pH 6 pHE 1:4 (+0,496)  (£0272)  (+0,586)  (+0,729)
25,17 80,95 397,6 258,2

(£0,389)  (x0,336)  (0,716)  (+0,737)
- - _ 23,17 18,74 465,3 2456

N.9 Sem ajuste Sem ajuste 1:3 (0,371) (0,269) (20,552) (£0,730)
35,23 15,06 355,2 236,2

(+0,358)  (£0,286)  (0,659)  (+0,962)

* = gproximadamente 7 na formulacéo final.

A analise dos resultados apresentados na Tabela 12 evidencia que a alteracdo do valor

de pH (de 2 para 6 ou de 6 para 2) nas duas etapas (formacdo da ME e diluicdo para formacao

das NPs) leva a diminuigdo do didmetro das particulas, quando a proporc¢éo de dilui¢éo € maior

(1:4), embora nenhum padréo seja identificado quando o pH € mantido entre as etapas (2 ou 6).

A partir do conjunto de experimentos pode-se também destacar que, comparativamente,

quando a etapa de diluicdo ocorre em pH 6, os didmetros médios das particulas em

nanossuspensdo sao menores, conforme observado para as formulacbes NAB-3.6, NAB-4.7 e

NAB-4.8, com valores médios de 35,55nm, 33,86nm e 43,37nm, respectivamente. Em pH 6 a

solubilidade do IBU é maior (Potthast et al., 2005), 0 que sugere uma maior concentracdo do
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farmaco na fase externa, e uma menor quantidade de particulas em nanossuspensdo, em
comparacdo com as formulagdes obtidas por diluicdo em pH 2.

Apesar dos resultados apresentados demonstrarem claramente a influéncia do pH nas
caracteristicas de formacao das nanossuspensdes, 0s menores valores de diametro médio de
particulas foram observados para as nanossuspensdes N.9, sem ajuste no pH da fase aquosa da
formulacdo original, e sem ajuste de pH na etapa final de diluicdo para obtencdo das
nanossuspensdes, para todas as formulagdes iniciais testadas (MAB-3, MAB-4, MCP-5 e MCP-
10).

Por fim, pode-se também avaliar a influéncia da composi¢do das formulagdes iniciais
nas caracteristicas das nanossuspensdes obtidas. De forma geral, para os fatores de influéncia
testados, as nanossuspensdes derivadas das formulacdes com alcool benzilico (MAB-3 e MAB-
4) apresentam valores inferiores de diametro médio, em relacdo as obtidas com carbonato de
propileno (MCP-5 e MCP-10). Isso pode ser atribuido & diferenca na solubilidade intrinseca
dos dois compostos. O carbonato de propileno demonstra uma maior solubilidade em &gua, com
um valor de logP de -0,4, enquanto o alcool benzilico possui um logP de 1,1. Assim, o carbonato
de propileno é aproximadamente trés vezes mais solivel em agua do que o alcool benzilico.
Essa caracteristica aumenta a capacidade do alcool benzilico em dissolver o ibuprofeno, o que
tem um impacto direto no tamanho das particulas dessas formulagdes (Pubchem, 2024).
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6 CONCLUSAO

Foi possivel padronizar a metodologia para determinacdo do ibuprofeno, bem como as
condicdes otimizadas para extracdo, apropriado para estudos posteriores. A analise fatorial
realizada oferece uma visdo abrangente sobre a preparagdo de nanossuspensfes por meio da
diluicdo de microemulsdes, preenchendo uma lacuna de pesquisa na area, onde ha escassez de
estudos utilizando essa abordagem metodoldgica. Alem disso, foi explorada a caracteristica de
solubilidade pH-dependente do ibuprofeno, otimizando as condi¢cGes que favorecem a
solubilidade e permeacdo. A atencéo criteriosa ao pH durante o processo de preparacdo das
nanossuspensdes, aliada a metodologia proposta, estabelece uma base sélida para avancos
significativos na administracdo topica de farmacos anti-inflamatdrios. Entretanto, ressalta-se a

necessidade de estudos complementares para validar a seguranca e eficécia clinica.
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