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RESUMO

A piperina (PIP) é um alcaloide encontrado nos frutos e raizes da pimenta, em espécies de
Piper nigrum (Linnaeus) e Piper longum (Linnaeus) que tem sido amplamente utilizada
devido sua atividade farmacoldgica, com efeitos anti-inflamatdrio, analgésico, anti-
depressivo, citoprotetor, antileucémico, antioxidante e capacidade de aumentar a
biodisponibilidade de fA&rmacos. Outra importante atividade da PIP é seu efeito termogénico e
redutor de gordura, contudo, sua alta pungéncia ndo permite que a populacdo a utilize em
doses mais elevadas. Com objetivo de melhorar a biodisponibilidade do farmaco e a sua
atividade antiobesidade, com possivel reducdo dos efeitos colaterais, foram desenvolvidas
microparticulas a partir dos polimeros Eudragit® RS30D e S100 pelo método de spray drying.
As formulacdes foram preparadas em etanol:agua (50:50, v/v). Foram obtidas microparticulas
com adequados valores de rendimento (39,55% - 57,23%) e umidade (2,97% - 6,25%). A
quantificacdo do farmaco foi realizada por meio do método analitico por cromatografia
liguida de ultra eficiéncia, desenvolvido e validado previamente. O método mostrou-se
especifico, linear (r = 0,9999), preciso, exato e robusto, na faixa de 0,5 a 50,0 pg.mL™, com
tempo de corrida e tempo de retengdo de 2,0 e 1,5 minutos, respectivamente. AS
microparticulas apresentaram formato arredondado, com caracteristica homogénea, tamanho
entre 1,37um - 7,27 pm e teor de farmaco entre 66,36% — 90,15%. Nenhuma interagao
quimica entre a piperina e os polimeros foi observada nos espectros de infravermelho por
transformada em Fourier para as microparticulas. As andlises térmicas e de difracdo de raios
X indicaram que a incorporacdo da PIP as microparticulas contribuiu para a amorfizacdo do
farmaco. Assim podemos concluir que as microparticulas poliméricas contendo piperina
foram obtidas com éxito para a liberacdo modificada do farmaco, sugerindo sua utilizacdo no
tratamento da obesidade com possivel reducdo dos efeitos colaterais.

Palavras-chave: cromatografia liquida de ultra eficiéncia, Eudragit®, microparticulas,
obesidade, pungéncia, spray drying.



ABSTRACT

Piperine (PIP) is an alkaloid found in fruits and roots of the pepper, in the Piper nigrum
(Linnaeus) and Piper longum (Linnaeus) species that has been widely used because of its
pharmacological activity, with anti-inflammatory, analgesic, anti-depressant and
cytoprotective effects, antileukemic, antioxidant and its ability to increase the bioavailability
of drugs. Another important activity of the PIP is its thermogenic and fat reducing effect,
however, its high pungency does not allow the population to use it in higher doses. In order to
improve the drug bioavailability and its antiobesity activity with possible reduction of side
effects, microparticles were developed from the Eudragit® RS30D and S100 polymers by the
spray drying method.The formulations were prepared in ethanol:water (50:50, v/v).
Microparticles were obtained with yield (39.55% - 57.23%) and humidity (2.97% - 6.25%)
suitable. The drug’s quantification was realized by ultra performance liquid chromatography
analytical method developed and validated. The method demonstrated to be specific, linear (r
= 0.9999), precise, accurate and robust in a range of 0.5 to 50.0 pg.mL™, with analysis and
retention time of 2.0 and 1.5 minutes, respectively. The microparticles presented a rounded
shape, with homogeneous characteristics, size between 1,37um - 7,27 um, with drug content
between 66.36% and 90.15%. No chemical interactions was observed in the Fourier
transformed infrared spectrum for microparticles. The thermal analysis and X ray diffraction
indicated that the incorporation of PIP into the microparticles contributed to the
amorphization of the drug. Thus we can conclude that piperine-containing polymeric
microparticles were successfully obtained for the modified release of the drug, suggesting
their use in the treatment of obesity with possible reduction of side effects.

Keywords: Eudragit®, ultra-performance liquid chromatography, microparticles, obesity,
pungency, spray drying.
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1 INTRODUCAO

A obesidade vem se tornando uma das maiores preocupagdes em saude nas ultimas
décadas devido ao aumento de sua prevaléncia e severidade. A associacdo com doencas
cronicas torna a obesidade um fator de risco para predisposi¢cdo de hipertenséo, diabetes e
doencas cardiovasculares. Mais de 2 bilhdes de adultos em todo 0 mundo estéo acima do peso
e pelo menos 600 milhdes sdo considerados obesos clinicamente (BRAHMANAIDU et al.,
2014; BALAIJI etal., 2016).

A gordura do corpo é um indispensavel estoque de energia durante mudancas
ambientais e exposicdo ao frio, mas a prolongada ingestdo caldrica e reduzido gasto
energético levam a um desequilibrio entre energia consumida e energia gasta. O resultado é
uma desordem metabolica cronica e persistente causando o aumento do tecido adiposo
(SAITO; YONESHIRO; MATSUSHITA, 2015).

A abordagem terapéutica no tratamento da obesidade visa mobilizacdo, utilizagéo e
reducdo da absorcdo dos lipideos, mas os farmacos existentes apresentam indmeros efeitos
colaterais como dores de cabeca, pressao alta, depressdo, efeitos cognitivos e psiquiatricos e
até efeitos letais que, consequentemente, tornam seu uso restrito, sendo assim, fica evidente a
necessidade da busca pelo desenvolvimento de novos farmacos para reducgdo de peso (KIM et
al., 2011; BRAHMANAIDU et al., 2014; BALAJI et al., 2016).

Mesmo com 0s notaveis avangos na concepcdo dos farmacos sintéticos, é crescente a
busca por alternativas de farmacos a base de produtos naturais para tratar inimeras doencas,
entre elas, a obesidade (TOMY et al., 2015). Na medicina tradicional asiatica um grande
namero de plantas é utilizado para diminuir as taxas de gordura e os efeitos da obesidade, seus
constituintes desempenham importante papel na regulacdo do apetite e homeostasia energética
(BRAHMANAIDU et al., 2014; BALAJI et al., 2016). O tecido adiposo ndo é apenas ativado
para liberacdo de energia quando é exposto ao frio, mas também por meio da exposicdo a
varios produtos alimentares, como exemplo, a capsaicina na pimenta e as catequinas no cha
verde (SAITO; YONESHIRO; MATSUSHITA, 2015).

A piperina € um alcaloide cristalino, incolor e pungente, isolado da pimenta preta
(Piper nigrum), pimenta longa (Piper longum) e de outras espécies da familia Piperacea.
Classificada quimicamente como 1-piperoilpiperidina, com a formula molecular C;17H19NO:s.
Estudos estdo centrados na investigacdo dos efeitos farmacoldgicos da piperina, recentemente
foram relatadas suas atividades anti-inflamatoria, analgésica, antidepressiva, citoprotetora,

antioxidante e anti-leucémica. Aléem disso, foi constatada a capacidade da piperina de
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aumentar a biodisponibilidade de alguns farmacos quando associados a ela (ASHOUR et al.,
2016; WANG etal., 2017).

O tratamento com piperina tem reduzido niveis plasmaticos de colesterol total,
triglicerideos, LDL colesterol, VLDL colesterol em ratos com obesidade induzida, efeitos
benéficos da piperina nas dislipidemias. A piperina € um potente ativo na preven¢do da
esteatose hepética induzida em animais e demostra ser mais potente, se comparada a
sibutramina, na diminuicdo de peso corporal e peso do figado, provavelmente resultado do
aumento dos niveis de adipocentina (CHOI et al., 2013). A piperina também pode ser
utilizada para aplicacGes terapéuticas ou preventivas no contexto da aterosclerose uma vez
que exibe benéficos efeitos cardiovasculares (WANG et al., 2017).

No entanto, alcaloides de piperidina apresentam-se como moléculas com alto grau de
pungéncia, o que se caracteriza pelo efeito irritante, causando dor e queimacdo com presenca
de disturbios gastrintestinais (GOVINDARAJAN; SATHYANARAYANA, 1991).

Sistemas de microparticulas e nanoparticulas poliméricas estdo sendo apresentados
como importantes alternativas para a liberacdo controlada e protecdo da mucosa gastrica
contra a agdo direta de fitofarmacos (JINCHENG; SIHAO, 2010; RESTANI et al., 2010). As
tecnologias de liberacdo modificada tém por objetivo, além da reducdo da toxicidade e do
efeito pungente da piperina, melhorar sua solubilidade, taxas de dissolugdo e
biodisponibilidade apds uso oral em relagdo as formas farmacéuticas convencionais (SHAO et
al., 2015). Dentre os principais materiais utilizados para o desenvolvimento das formas
farmacéuticas de liberacdo modificada se encontram os lipossomas, as microparticulas e a
nanoparticulas (MAINARDES, 2007).

Frente ao exposto, fica evidente a necessidade de estudos adicionais em relacdo a
liberacdo modificada da piperina com o objetivo de melhorar seu efeito terapéutico para ser
utilizada no tratamento e prevencdo da obesidade, ja que até o presente momento ndo existem
estudos sistematicos relacionados. Em paralelo a isso, possivelmente reduzir sua pungéncia
por uso oral com a utilizagdo de microparticulas poliméricas, aumentando a adesdo do

tratamento pelos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar sistemas poliméricos para a liberagcdo modificada da piperina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar as microparticulas poliméricas contendo a piperina por spray-drying,
empregando polimeros metacrilicos;

e Desenvolver e validar o método analitico de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC) para avaliar a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco;

e Determinar gquantitativamente a piperina incorporada nos sistemas poliméricos pelo
método de UPLC, previamente desenvolvido e validado;

e Determinar o tamanho das microparticulas;

e Caracterizar os sistemas poliméricos por meio de analises morfologicas,

espectroscopicas e térmicas;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 OBESIDADE

A obesidade é uma desordem metabdlica nutricional, desencadeada por falta de
balanceamento energético, que tem por consequéncia acumulo de gordura e aumento de
tecido adiposo (KIM et al., 2011; BRAHMANAIDU et al., 2014). Novas terminologias
relacionadas a desordens nutricionais tém sido definidas, assim estados de sobre peso e
obesidade foram definidos como excessivo ou anormal acumulo de gordura que pode
prejudicar a saude. Os principais fatores que parecem conduzir a obesidade sdo excesso de
alimentacéo, estilo de vida sedentario ou baixa intensidade de atividade fisica associados a
problemas do sono (BISCHOFF et al., 2017).

A obesidade ndo é uma doenca singular e sim um grupo de condi¢des que refletem no
fendtipo obeso, comprometendo a sautde do individuo, acarretando alteragdes metabolicas,
dificuldades respiratorias e do aparelho locomotor, além de constituir fator de risco para
diversas enfermidades como dislipidemias, doencas cardiovasculares e diabetes. Apresenta
etiologia multifatorial, envolvendo aspectos biolégicos, ambientais, historicos,
socioecondmicos, politicos, psicossociais e culturais. (PEREIRA et al., 2003; WANDERLEI,
FERREIRA, 2010).

A OMS (Organizacao Mundial de Saude) considerou que, o indice de massa corpOrea
IMC > 25.0 indica sobre peso e IMC > 30.0 indica obesidade, esse indice de massa corpdrea
pode ser calculado pela divisdo do peso, pela altura ao quadrado. Mais de 1,9 bilhdes de
adultos no mundo estdo acima do peso, pelo menos 600 milhfes ja sdo clinicamente
classificados obesos e perto de 42 milhdes de criancas abaixo de cinco anos estdo sofrendo
com a obesidade, assim a OMS reconheceu a obesidade como sendo o maior problema de
salde cronico em adultos nos Gltimos tempos. Embora a OMS recomende usar estes indices
para todos os paises, esta relagéo entre IMC e satde pode variar entre diferentes populacoes,
etnias e sexo (AMMAR et al., 2017; BISCHOFF et al., 2017).

Estudos sobre a obesidade e todos os aspectos relacionados ao seu tratamento vém se
tornando mais necessarios. Assim, para avaliar novos produtos potenciais com a finalidade de
tratar a obesidade, primeiramente deve-se discutir e compreender alguns fatores relacionados
a etiologia da doenca e 0 metabolismo na obesidade.

O corpo produz energia na forma de ATP (adenosina trifosfato) pela oxidacdo de

carboidratos, gorduras e proteinas e destina energia para 0os processos celulares quebrando
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esse ATP em ADP (adenosina difosfato) e AMP (adenosina monofosfato). Como primeiro
passo do catabolismo lipidico ocorre o estoque de gordura no corpo em forma de
triacilglicerois, que sdo transformados em &cidos graxos livres e glicerol pelas lipases. A
oxidacdo de é&cidos graxos consiste em varias etapas de reacGes que ocorrem nas
mitocdndrias, em condi¢des normais, esta oxidacdo & maior fonte de energia quando
comparada a quantidade equivalente de glicose metabolizada. As duas maiores fontes de
energia no corpo humano sdo os carboidratos e os acidos graxos (RUPASINGHE et al.,
2016).

A primeira etapa da oxidacdo dos acidos graxos requer a presenca de acyl-CoA e tem
0 transporte para o interior da mitocondria facilitado pelo CPT-1 (carnitina palmitol
transferase-1). O Malonyl-CoA, um precursor na sintese dos &cidos graxos, € um inibidor
competitivo de CPT-1, assim quando os niveis de energia estdo altos ele previne a oxidacao
lipidica, enquanto que, quando os niveis de energia estdo baixos, os niveis de malonyl e acetyl
CoA caem e consequentemente a beta oxidacdo € induzida pela ativagcdo do CPT-1. Entdo as
enzimas CPT-1 e FAS (acido graxo sintetase) sdo responsaveis diretamente pela regulacdo do
catabolismo e anabolismo dos acidos graxos. A reducdo da oxidacdo dos &cidos graxos €
considerada fator de risco para o desenvolvimento da obesidade e estudos indicam que em
individuos obesos a atividade da CPT-1 é reduzida, o que prejudica o fluxo dos &cidos graxos
para a mitocondria, reduzindo assim, a beta oxidacdo, sugerindo que os acidos graxos ndo sao
oxidados mesmo apds a lipolise, se 0 CPT-1 nao estiver ativado (RUPASINGHE et al., 2016).

Vérias hipoteses e teorias foram propostas para explicar a homeostase energética e
regulacdo do ponto de ajuste fisiologico do peso corporal, tais como a sinalizagdo de
aminoacidos, controles lipostaticos/glicostaticos para alimentacdo e saciedade, abordagens
metabolicas, participacdo do sistema neuroenddcrino e do eixo intestino — cérebro, mediacao
de sinais que ligam cérebro a tecido adiposo, microbiota intestinal, hormoénios, mediadores de
adipdcitos e modificadores de comportamento. Tantos pontos de regulacdo favorecem a
investigacdo de novas moléculas e acdes diretas sobre a equagdo do equilibrio energético
(ingestao de alimentos e termogénese)
(SOLAS et al., 2016).

Possiveis mecanismos para diminuicdo de peso sdo o controle do apetite e da
saciedade os quais sdo gerenciados pela serotonina, histamina, dopamina e seus receptores;
estimulagdo de gasto de energia induzindo a termogénese; inibicdo do aumento e
diferenciacdo dos adipdcitos; estimulacdo da hidrolise do triacilglicerol e liberacdo de &cidos

graxos; aumento de AMPK (adenosina monofosfato proteinoquinase ativada), que regula o
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transporte de glicose e a oxidacdo de &cidos graxos, estimulando a producdo de CPT-1
consequentemente aumentando a oxidacgdo lipidica; diminuicdo da absorcdo de gordura; e
intervencdo em enzimas que regulam a liberacdo de insulina e o metabolismo lipidico.
(RUPASINGHE et al., 2016)

3.2 FITOATIVOS

Os fitoativos representam uma enorme fonte para tratar inimeras doencas, entre estas
a obesidade. Na medicina tradicional Asiatica as plantas tém sido cotadas e utilizadas para
diminuir as taxas de gordura e os efeitos da obesidade. Esses fitoconstituintes atraem cada vez
mais a atencdo para nova énfase no desenvolvimento necessario de novos farmacos
antiobesidade e de acordo com a OMS, é continua a exploracdo e procura por plantas
medicinais com satisfatério e eficiente controle de peso. Estudos tem claramente estabelecido
que as plantas e seus constituintes desempenhem um importante papel na regulacéo do apetite
e hemostasia energética (BRAHMANAIDU et al., 2014; BALAJI et al., 2016).

O tecido adiposo ndo é apenas recrutado para liberacdo de energia quando é exposto
ao frio, mas também por ativacdo de varios ingredientes alimentares, como por exemplo, a
capsaicina na pimenta e as catequinas do cha verde, os quais seriam facilmente utilizados na
alimentac&o diaria das pessoas para prevencdo da obesidade. E crescente a atencio na eficéacia
com terapias utilizando especiarias, entre elas a pimenta, pois sua ingestdo parece estar ligada
ao tratamento de certas doencas cronicas como relatado em varias pesquisas
(BRAHMANAIDU et al., 2014; SAITO; YONESHIRO; MATSUSHITA, 2015).

Para Williams et al. (2013), os mecanismos de tratamento da obesidade pelos
fitogquimicos parecem envolver muitas mediacgdes e sinalizaces celulares, como a reducgéo do
tecido adiposo por inibicdo da proliferacdo das células precursoras, aumento das taxas de
apoptose durante o ciclo de vida dos adipécitos e inibicdo da absorcdo dos triglicerideos via
reducdo da formacdo da lipase pancreatica. Como vias complexas e interconectadas de
sinalizac&o celular estdo relacionadas ao desenvolvimento e manutencdo da obesidade, uma
combinacdo de multiplos fitoquimicos poderia resultar em efeitos sinérgicos no tratamento e
prevencédo da doenca. Estudos sugerem que, o consumo de baixos niveis de fitoquimicos, mas
em combinacgdes especificas, poderiam alcancar bons resultados (GONZALEZ-CASTEJON;
RODRIGUEZ-CASADO, 2011).

InvestigagBes cientificas usando culturas de células e modelos animais tém

demonstrado que polifendis derivados de vegetais podem induzir a lipolise, diminuir a
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acumulacdo de gordura e induzir a apoptose em tecido adiposo, sendo estes mecanismos
indicadores potenciais das propriedades antiobesidade (WILLIAMS et al., 2013).

Mopuri & Islam (2017), concluiram em seu trabalho que embora diferentes
abordagens terapéuticas sejam relatadas com diferentes farmacos para reduzir a obesidade, o
alto custo e severos efeitos adversos como aumento da pressdo sanguinea, dores de cabeca,
boca seca, constipacdo, fezes oleosas e ins6nia fazem com que esses medicamentos sejam
pouco populares para uso prolongado, entdo com a finalidade de desenvolver alternativas de
tratamento mais seguras para reduzir a obesidade, tem sido avaliado um grande numero de
produtos naturais de plantas medicinais. Potencial atividade das fragdes e extratos de Garcinia
Camboja (Desrousseaux), Nelumbo nucifera (Gaertner), Grape seeds (Linnaeus), Curcuma
longa (Linnaeus), Emblica officinalis (Gaertner), Salacia oblonga (Wallich) mostraram
excelente efeito antiobesidade, particularmente in vitro na inibicdo da lipase, supressdo de
apetite, inibicdo da diferenciacdo dos adipécitos e adipogénese, regulacdo do metabolismo
lipidico e ativacdo termogeénica.

Embora uma grande variedade de estudos em compostos puros e isolados tenha sido
realizada in vivo e in vitro visando diferentes caminhos de sinalizacdo celular, existe a
necessidade de um envolvimento entre pesquisadores, 6rgdos governamentais e industrias
farmacéuticas para examinar os efeitos antiobesidade em ensaios clinicos desses produtos
para conseguir superar a epidemia de obesidade com alternativas seguras de medicamentos
naturais (MOPURI; ISLAM, 2017).

As sindromes metabdlicas como obesidade e diabetes sdo prioridades médicas no
mundo que requerem estratégias melhores de prevencdo e tratamento. Em adicdo ao
tratamento farmacoldgico para pacientes com sindromes metabdlicas, o uso de fitoquimicos
na prevencao e tratamento de individuos com parametros limitrofes pode ser util para evitar a
doenca e os efeitos colaterais na ingestdo de farmacos. Mas apesar de existirem muitos
trabalhos sobre compostos naturais, apenas alguns descrevem o uso de fitoativos nas
sindromes metabdlicas e os que descrevem frequentemente apresentam curta duracdo
experimental ou metodologia de baixa qualidade, entdo é necessario um ensaio clinico com
melhor padronizacdo, com maiores e mais heterogéneas amostras de pessoas com sindromes
metabolicas e uma avaliacdo dos mecanismos dos fitofarmacos em relacdo a suas taxas
riscos/beneficios para confirmar sua seguranca e eficacia a méedio e longo prazo (CICERO;
COLLETTI, 2016).

Para Balaji et al. (2015), uma grande variedade de fitoquimicos como alcaloides,

taninos, saponinas, terpenos, esteroides e proteinas e fitoconstituintes como a capsaicina,
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efedrina, cafeina e piperina tém sido fator chave para o tratamento de graves doencas. O
potencial das plantas e seus derivados para o tratamento da obesidade ainda é extensamente
inexplorado e podem ser uma excelente alternativa, sendo a natureza fonte importante para

um futuro promissor em prol de nosso bem estar.

3.3 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DA PIPERINA

A piperina é um alcaloide encontrado nos frutos e raizes das espécies de Piper nigrum
(Linnaeus) e Piper longum (Linnaeus), da familia Piperaceae. Esse alcaloide foi isolado de
ambos os grdos da pimenta, pretos e brancos. A piperina apresenta caracteristica cristalina
branca, formula molecular C17H19NO3 e se funde a 135 °C (ASHOUR et al., 2016), sendo
quase insoldvel ou ligeiramente solvel em agua (40 mg/L, 18 °C). E uma base muito fraca,
forma sal apenas com minerais acidos que se dissociam em &gua (VASAVIRAMA,
UPENDER, 2014).

Figura 1 — Estrutura quimica da Piperina

Fonte: A autora (2018)

Em escala industrial, a pimenta € triturada em flocos ou moida em p6 grosseiro e
depois a extracdo é realizada com solventes organicos como acetona, etanol ou
hidrocarbonetos clorados. O rendimento da extracdo de piperina na Piper nigrum é maior
quando comparada a extracdo na Piper longum. As frutas e raizes da Piper nigrum e Piper
longum contém uma série de constituintes, incluindo 6éleos volateis, alcaldides,
isobutilamidas, lignanas e esteres, entre estes, a piperina € o constituinte primario e mais
importante, por conferir valor medicinal a essas especiarias (VASAVIRAMA; UPENDER,
2014).
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A Piper nigrum da familia Piperaceae, é uma espécie nativa da India e Sri Lanka
sendo amplamente cultivada em éreas tropicais na China, india, Indonésia e Filipinas. Existe
um grande numero de espécies dentro do género Piper, entre eles, P. auritun, P.
jacquemontianum, P. glabrescens, P. hispidum, P. longum, P. marginatum e P. retrofractum.
A Piper nigrum é conhecida popularmente como pimenta preta, quando no estdgio madura ou
pimenta branca, quando ainda ndo madura (BARCELOUX, 2009).

A piperina tem sido amplamente utilizada na medicina popular em muitos paises
Asiaticos e varios estudos tem focado na investigacdo de seus efeitos farmacologicos.
Tradicionalmente vem sendo utilizada contra célera, dispepsia, doengas gastricas e diarreia,
expectorante, antiflatulento, antifingico e contra epilepsia e dores de cabeca (KIM et al.,
2011; BRAHMANAIDU et al., 2014; SHAO et al., 2015). Recentemente foram relatados
seus efeitos anti-inflamatdrio, analgésico, anti-depressivo, citoprotetor, antileucémico e
antioxidante. Além disso, a piperina vem demonstrando melhora significativa na
neurodegeneracdo em modelos animais na doenca de Alzheimer (ASHOUR et al., 2016).

Para Shao et al. (2015), outra importante atividade da piperina é sua capacidade de
aumentar a biodisponibilidade de farmacos, agindo como inibidor de enzimas
metabolizadoras de farmacos. Ashour et al. (2016), relatou que 20 mg de piperina oral pode
aumentar a biodisponibilidade de fenitoina e carbamazepina, aumentando sua concentra¢do no
plasma. Arcaro et al. (2014), comprovou em seu trabalho que a piperina inibiu o processo de
biotransformacdo da curcumina, aumentando assim a biodisponibilidade deste farmaco em
modelos animais em teste para tratamento da diabete.

Além das diversas atividades bioldgicas ja relatadas, a piperina também vem sendo
avaliada em processos de obesidade induzida, onde varios fatores podem ser analisados. O
tratamento com piperina tem reduzido os niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos,
colesterol LDL e VLDL, melhorando os quadros de dislipidemias e reduzindo o peso corporal
dos ratos com obesidade induzida. A reducdo de estresse oxidativo, com diminui¢do de
lipoperoxidacéo e restauracdo das atividades de enzimas antioxidantes e glutationa também se
encontram entre os efeitos benéficos da piperina (CHOI et al., 2013).

Brahmanaidu et al. (2014), em seu trabalho encontrou decréscimo nas taxas de
gordura de maneira dose dependente ao tratamento dos animais com a piperina, sendo a
méaxima atividade atenuante no processo da obesidade obtida com dose de 40 mg/Kg, o que
comprova sua agdo antiobesidade. O tratamento oral com piperina reduziu também o IMC, o
que ele afirma ser devido a natureza antioxidante da piperina que esta envolvida no humor, no

sono e regulacdo do apetite. Observou também um decréscimo plasmatico de leptina que é a
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chave reguladora de apetite, podendo ser a reducdo do acimulo de lipideos nos adipdcitos
devida a suplementacdo com piperina nos ratos com obesidade induzida. Essas observacbes
sugerem fortemente que a piperina é um agente terapéutico eficaz no controle da obesidade.

Como resultado, Choi et al. (2013), observou decréscimo significativo de
aproximadamente 20% no peso corporal dos ratos, para dose de 50 mg/Kg de piperina, efeito
quantitativamente similar ao observado com sibutramina. Em relagdo ao peso do figado o
decréscimo com a administracdo oral da piperina 50 mg/Kg também foi significativo. Os
resultados obtidos dos niveis de colesterol, acidos graxos livres e triglicerideos no tecido
hepatico com a administracdo de piperina 25 e 50mg/kg, quando comparado aos niveis de
ratos controle ndo tratados , tiveram decréscimo importante, sendo que com 50 mg/Kg de
piperina os resultados se apresentaram melhores, ou seja, a reducdo dos niveis foram maiores
que com 25mg/kg.

O principal efeito da piperina parece ser atenuar o ganho de gordura, nido por
mudangas na quantidade de alimento consumido, mas sim por afetar a quantidade de gordura
armazenada aumentando a quantidade metabolizada. A piperina foi aprovada pelo FDA para
consumo humano, mas em doses muito abaixo das utilizadas em roedores em experimentos
para perda de peso. Ela foi aprovada, ndo para o controle de peso, mas para aumentar a
biodisponibilidade de outros farmacos. Os mecanismos com que a piperina promove a
diminuicdo de peso e dos efeitos da diabete ndo estdo claros, muitos alvos ja foram
identificados, mas ainda ndo foi demonstrado como ela atua em cada alvo. O estudo mostra
um aumento da termogénese no musculo em repouso pela perturbacdo dos estados da miosina
proporcionando assim um dos mecanismos (NOGARA et al., 2016).

O efeito termogénico e redutor de gordura de alguns fitoativos como a piperina e
capsaicina foram comprovados em estudos, mas sua alta pungéncia ndo permite que a
populacdo a consuma em doses elevadas (SAITO et al., 2015). A pungéncia da piperina é
causada pela ativacdo dos receptores de calor e acidez, das células nervosas sensiveis a dor
(VASAVIRAMA; UPENDER, 2014).

No trabalho de Barceloux (2009), o autor sugere que a ingestdo de pimenta preta ou
vermelha aumenta a secrecdo parietal e de pepsina, causa diminuicdo de potassio e irritagdo
gastrica, podendo ocorrer hemorragias gastricas, embora haja variagdes de sintomas entre 0s
individuos.

Frente ao exposto, observando todos os efeitos benéficos da piperina e principalmente

sua atividade antiobesidade, fica evidente a importancia da continuidade da pesquisa em
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relacdo a seus mecanismos e procura por uma melhor forma de liberacdo do farmaco, ja que

existem reacdes adversas que impedem sua utilizacdo em doses ideais de tratamento.

3.4 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA DE FARMACOS

De acordo com trabalhos citados, a piperina apresenta inimeras propriedades
farmacoldgicas, entre elas o controle da obesidade. Mas o0 uso prolongado da piperina pode
causar irritacbes gastricas, sendo seu uso limitado devido sua pungéncia. Assim com a
finalidade de minimizar esses efeitos e controlar a liberacdo de farmacos, muitos artigos tém
demonstrado novos sistemas de liberagdo com polimeros.

O interesse crescente em desenvolver novos sistemas de liberacdo de farmacos é
devido ao fato de que aproximadamente 40% das substancias ativas utilizadas na indudstria
farmacéutica sdo pouco soluveis em &gua. Muitas estratégias tém sido empregadas para
formular nanoparticulas, como o preparo de nanoemulsdes, nanosuspensdes, lipossomos,
micelas e nanoparticulas inorganicas (SCHAFROTH
etal., 2012).

As nanoparticulas sdo definidas como estruturas nanométricas compostas por
polimeros biodegradaveis, que podem ser divididas em nanocépsulas e nanoesferas. As
nanocapsulas apresentam um ndcleo oleoso ou aquoso envolto por um invélucro polimérico,
onde o farmaco pode estar dissolvido nesse ndcleo ou aderido a particula na parede
polimérica. As nanoesferas ndo apresentam nucleo definido, sdo destituidas de 6leo em sua
composicdo, formando uma matriz polimérica na qual o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

A técnica de microencapsulacao é o processo onde o farmaco é encapsulado por matriz
polimérica biocompativel e/ou biodegradavel que geralmente produz particulas com
didmetros entre 1 a 1000 um, tendo inumeras aplica¢fes farmacéuticas como preparacdo de
medicamentos com liberacdo prolongada ou comprimidos com ativos incompativeis, utilizada
também em novos conceitos de formulacBes para cremes, aerossois, emplastros, curativos
cirurgicos e injetaveis (MITHU et al., 2017).

As microparticulas representam um sistema simples, mas eficaz de liberagéo de
farmacos. Muitos farmacos hidrofébicos podem ser encapsulados por técnicas de evaporagédo
de solvente, contudo a taxa de remocdo do solvente afeta fortemente as caracteristicas das
microparticulas formadas, dependendo da temperatura, pressao, caracteristicas de solubilidade
do polimero e do solvente (SHAHANI; PANYAM, 2011).
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3.4.1 Obtencao de nano/microparticulas pelo método de spray-drying

O maior desafio da industria farmacéutica é aumentar a solubilidade e a
permeabilidade de farmacos e assim melhorar sua biodisponibilidade. Varias técnicas tém
sido utilizadas para melhorar a hidrossolubilidade de farmacos e seus perfis de liberacéo, e as
dispersoes solidas sdo consideradas as técnicas que apresentam melhores resultados. Existem
dois métodos de preparar as dispersdes sélidas, os métodos de fusdo, como o de extrusédo por
fusdo a quente e métodos de evaporacdo de solvente, como o metodo por spray-drying
(ASHOUR et al., 2016).

A producdo de nano e microparticulas obtidas pelo método de spray-drying tem sido
introduzida nos processos da industria farmacéutica devido a sua grande aplicabilidade e
facilidade de producdo em larga escala cumprindo as exigéncias requeridas (SCHAFROTH et
al., 2012).

A secagem por pulverizacdo é utilizada em muitos ramos relevantes, como o da
industria farmacéutica, com o objetivo de estabilizar materiais sensiveis como as proteinas, ou
gerar po6s com propriedades especificas de liberacdo controlada de farmaco encapsulado,
tendo como principais vantagens a alta flexibilidade para manipular o tamanho e a morfologia
da particula do produto gerado, mantendo sua natureza e estabilidade (BECK-
BROICHSITTER; STREHLOW; KISSEL, 2015).

O método de spary-drying é, em termos gerais, a transformacdo do produto de
alimentacéo (solucdo, suspensdo ou emulsdo) em estado fluido a particulas secas, por meio de
pulverizacdo dos produtos de alimentacdo em meio de secagem a quente (MITHU et al.,
2017). O processo é composto por trés estagios, a atomizacdo de um liquido alimentando o
spray, a mistura no spray das goticulas de alimenta¢do com a corrente de gas aquecida para
evaporar o solvente e a separacdo e coleta do pd seco da corrente de gas (LIU; CHEN;
SELOMULYA, 2015).

O método de spray-drying foi implementado com sucesso na microencapsulagéo de
isoniasida, 0 que comprovou ser uma abordagem promissora no desenvolvimento de formas
de liberacdo controlada de medicamentos (MITHU et al., 2017). Técnicas também utilizadas
comumente para preparar formulacdes de microparticulas nanoencorporadas incluem a
secagem por pulverizacdo e secagem por congelamento, que removem o liquido a partir das
suspensdes coloidais para formar o pé seco de microparticulas (WANG et al., 2017).

A microencapsulacao pelo spray-drying é largamente utilizada na industria alimenticia

devido ao baixo custo do processo, eficacia na protecdo dos materiais, alta estabilidade no



30

produto final e producdo em massa, embora o objetivo principal dessa técnica seja proteger o
principio ativo no interior do material ela também pode melhorar sabor, aroma, estabilidade,
valor nutricional e aparéncia do produto microencapsulado (PORRAS-SAAVEDRA et al.,
2015).

Rattes; Oliveira (2007) avaliou os efeitos das condicOes do spray dryer (Figura 2) e da
composi¢do dos microencapsulados nas propriedades fisicas e de liberacdo de microparticulas
de diclofenaco de sédio, utilizando Eudragit® RS 30D e Surelease®, e com os resultados do
trabalho confirmou a viabilidade do spray drying para preparagdo de sistemas de
microparticulas e que as propriedades fisicas e quimicas destas microparticulas mostram

dependéncia dos pardmetros utilizados no spray e da composi¢do do microencapsulado.

Figura 2 — Diagrama esquematico do equipamento de spray-dryer

*]]

Fonte: Adaptado de Rattes; Oliveira (2007).
Nota: Descri¢do - (1) ventilador + filtro de ar; (2) compressor de ar; (3) aquecedor; (4) bomba peristaltica; (5)
controle de temperatura; (6) entrada do termopar; (7) atomizador: (a) ar comprimido; (b) alimentagéo do

microencapsulador; (8) cAmara de secagem; (9) ciclone; (10) coletor de produto seco.

3.4.2 Polimeros e sistemas pH dependentes

Polimeros sdo macromoléculas, naturais ou sintéticas, caracterizadas por seu tamanho,
estrutura quimica e interagdes intramoleculares e intermoleculares, possuindo unidades
quimicas ligadas por covaléncias, repetidas regularmente ao longo da cadeia, denominadas
meros (MANO; MENDES, 2004).
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Os excipientes poliméricos constituem um grande e vasto grupo de substancias,
incluindo compostos macromoleculares de origem natural (gelatina, chitosan, celulose),
polimeros semissintéticos (derivados da celulose, polietilenoglicois, poliamidas) e produtos
de fermentacdo (goma xantana). Esses polimeros sdo empregados em inumeras formas
medicamentosas através de muitas vias de administragdo (oral, parenteral, inalatoria, etc.)
(KAROLEWICZ, 2016).

Os polimeros, alem de suas funcdes basicas, podem ter propriedades adicionais, como
sensibilidade a estimulos, muco adesdo, inibicdo de enzimas, aprimoramento da capacidade
de penetracdo de epitélio intestinal, propriedades absortivas, habilidade de mascarar sabores,
atividades farmacoldgicas, inibicdo de bomba de efluxo, aumento de capacidade tampéo e
capacidade de interacdo ou conjugacdo com enzimas responsaveis pelo metabolismo de
farmacos, sendo todas caracteristicas muito importantes no emprego da tecnologia
farmacéutica, em sistemas inteligentes de liberacdo de drogas (KAROLEWICZ, 2016).

Os polimeros Eudragit® sdo copolimeros derivados de ésteres do acido acrilico e
metacrilico, com propriedades fisico-quimicas determinadas por grupos funcionais. Séao
disponiveis em diferentes formas fisicas como, dispersdao aquosa, granulos de solucédo
organica e pos. E feita uma distincio bésica entre dois tipos de Eudragit®, os sollveis em
fluidos digestivos pela formacdo de sal com grupos &cidos ou alcalinos que permitem a
liberacdo do ativo pela acdo do pH do meio e os insollveis, mas permeaveis em fluidos
digestivos, como polimeros alcalinos e neutros que permitem a liberacdo do ativo por
inchamento por liberacéo controlada por tempo (INFORME TECNICO, 2018).

Entre os tipos de polimeros citados estdo o Eudragit® S100, que se enquadra nos
polimeros com caracteristicas de sensibilidade a estimulos, neste caso aos estimulos de pH, ou
seja pH dependentes e o Eudragit® RS30D que é um dos polimeros de liberagdo controlada
por tempo, independente de pH, cuja estrutura quimica genérica de ambos pode ser observada
na Figura 3.

O Eudragit® S100 é uma substancia sélida na forma de p6 branco com um odor
caracteristico fraco, tém peso molecular, valor acido e temperatura de transicdo vitrea de
aproximadamente 125.000 g/mol, 190 mg KOH/g de polimero e > 150° C, respectivamente. O
Eudragit® S100 esta disponivel na forma de pé, se dissolve em pH 7,0 e é usado para a
liberacdo de drogas direcionadas ao colon (PATRA et al., 2017).

O Eudragit® S100 é um copolimero anibnico, baseado em &cido metacrilico e
metacrilato de metila, insolivel em meio acido, mas solivel em meio intestinal pH 7,

solubilidade pH dependente, promovendo gastroresisténcia e propriedades de liberacao
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controlada as formulagdes, o que poderia beneficiar pacientes em tratamentos com farmacos
associados a complicacBes gastrointestinais. Assim, a mistura dos polimeros Eudragit® $100 e
Pullulan (um promissor biopolimero) contendo risedronato pode ser uma estratégia eficaz
para reduzir a possibilidade de alta concentracdo local de farmaco na mucosa gastrointestinal
e prolongar o tempo de sua liberagcdo (DE ARCE VELASQUEZ et al., 2014).

A dispersdo sélida é uma das tarefas cruciais ao projetar novas formulagdes com
polimeros e o conhecimento da composi¢cdo do farmaco e polimero fornecem informacgoes
Uteis sobre a selecdo de espécies de polimeros apropriadas e como adapta-los de acordo com
as propriedades de cada farmaco. Os estados moleculares de droga e de polimero em
dispersdes sélidas mudam dependendo da proporcdo da composicdo, tempo e condicbes de
armazenamento e a taxa de dissolucdo das dispersbes sélidas amorfas é significativamente
influencia pelos estados moleculares. Um polimero anionico, o Eudragit® S100, que é
composto de &cido metacrilico e unidades de mondmeros metacrilato de metila, foi utilizado
como transportador de dispersdo solida de glibenclamida e obteve como resultado, uma
dispersdo solida amorfa com concentracdes de 5 a 75% de droga (HIGASHI et al., 2015).

No trabalho de Cruz et al. (2010), uma nova formulacdo de alendronato de sodio
usando uma mistura de polimeros composta por Eudragit® S100 e Methocel® K15M, onde o
Eudragit® S100 foi escolhido, devido sua caracteristica pH dependente, com a finalidade de
proteger a por¢do mucosa superior do trato gastrointestinal dos efeitos irritantes do farmaco e
0 Methocel® K15M para garantir uma liberagéo controlada.

O Eudragit® RS30D é um copolimero de etil acrilato, metil metacrilato e um baixo
teor de éster de acido metacrilico com grupos de amonio quaternario. Os grupos amonio estdo
presentes como sais, a presenca de sais torna-os mais permeaveis. O Eudragit® RS30D é um
liquido de baixa viscosidade com uma cor branca leitosa que mostra um odor caracteristico
fraco. Com peso molecular acima sdo 32.000 g / mol, disponivel na forma de 30% de
dispersdo aquosa, esse polimero de Eudragit® é insoltvel, exibe baixa permeabilidade com pH
inchaco independente, é usado para perfil de liberagcdo modificada e personalizado e também
em associacOes de polimeros em diferentes proporgbes (PATRA et al., 2017).

Dispersdes aquosas de diclofenaco de sédio com Eudragit® RS30D e Surelease®,
foram avaliadas. O diclofenaco de sodio é um anti-inflamatério ndo esteroidal comumente
utilizado em tratamentos de longo prazo em doencas reumaticas, contudo, muitos efeitos
adversos associados a esses tratamentos como Ulceras gastricas, queimacdo abdominal, dores,
colicas, nauseas, toxicidade do figado, podem ocorrer. Assim, a eficacia terapéutica foi

maximizada e os efeitos indesejados do diclofenaco de sodio minimizados, devido as
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propriedades biofarmacéuticas de liberacéo controlada dos polimeros, sendo que, o Eudragit®
RS30D também melhora a biodisponibilidade de farmacos (RATTES; OLIVEIRA, 2007).

Figura 3 — Estrutura quimica genérica dos polimeros Eudragit® RS30D e S100
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Fonte: A autora (2018)
Nota: Onde X representa os grupos carboxilicos livres e y, os esterificados.

3.5 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA CONTENDO A PIPERINA

A piperina nao tem sido amplamente utilizada na clinica pelo fato de apresentar baixa
solubilidade, baixas taxas de dissolugéo e biodisponibilidade. Por esse motivo Shao et al.
(2015) desenvolveram e avaliaram em sua pesquisa um sistema de auto emulsificacdo de
medicamentos contendo a piperina, obtendo sucesso nos resultados, sendo que a
biodisponibilidade relativa da formulacdo ap6s administracdo oral foi de 625,7% em
comparacdo as capsulas auto preparadas, sugerindo que a metodologia do preparo da
formulacdo é um sistema potencial para a administracdo oral de farmacos pouco sollveis em
agua como a piperina.

Pentak (2016), em seu trabalho realiza uma medicdo detalhada da localizacdo das
moléculas de piperina nas membranas lipidicas dos lipossomas e também investiga as
propriedades fisicas e quimicas dos lipossomos contendo piperina, avaliando a estabilidade e
eficacia antioxidante do farmaco retido. Os resultados mostraram que os lipossomos contendo
piperina tinham boa estabilidade e elevada eficacia de aprisionamento. As moléculas de
piperina estavam ancoradas a uma bicamada fosfolipidica e que com o aumento da
temperatura se movem em direcdo a area hidrofilica da membrana, resultados comprovados
por analise de RMN e FTIR. O estudo UV-Vis indica que a encapsulacéo de lipossomos pode
retardar significativamente a velocidade de degradagéo da piperina.

Ashour et al. (2016), em seu trabalho com o objetivo de aumentar a solubilidade e
permeabilidade da piperina, a fim de melhorar sua biodisponibilidade e eficacia terapéutica,
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utilizou trés veiculos poliméricos para formacdo de dispersdes solidas de piperina pelo
processo de extrusdo por fusdo a quente. Os resultados demostraram uma significativa
melhora na permeabilidade da piperina, utilizando saco intestinal de modelo animal e boa
estabilidade da formulacdo demonstrada pela inibicdo da recristalizacdo do farmaco,
comprovando a possibilidade da melhora nas formulagGes de piperina em novos sistemas de
liberacdo.

Com a finalidade de superar as limitagdes encontradas na utilizacdo da piperina devido
sua baixa solubilidade em &agua e imunotoxicidade e aumentar sua atividade contra a
proliferacdo de células cancerigenas, Pachauri et al. (2015) desenvolveram nanoparticulas
poliméricas de PGLA contendo piperina pelo método de simples emulsificacdo e evaporacdo
do solvente. Resultados de analises de caracterizacdo e liberacdo de farmaco comprovaram a
eficacia do método de desenvolvimento das nanoparticulas e testes em culturas de linhagens
de células cancerigenas sugerem que em combina¢do com paclitaxel, a piperina, no novo
sistema de liberacdo, apresentou melhora em seu potencial terapéutico como adjuvante no
tratamento de cancer de mama.

Em outro trabalho também foram preparadas, nanoparticulas de curcumina e piperina
através de quatro métodos diferentes, hidratacdo de pelicula fina, dispersdo solida, emulsao
por polimerizacdo e método de Fessi com o objetivo de superar as limitacBes de
biodisponibilidade oral e melhorar o alcance de células cancerigenas. As nanoparticulas foram
formadas espontaneamente e identificadas pela turbidez, como resultado da deposicdo de
polimero na interface entre a fase organica e a fase aquosa, quando o solvente organico
miscivel aquoso se difunde rapidamente para a fase aquosa. Este sistema de administragdo de
farmaco nanoparticulado duplo pareceu ser promissor para o tratamento do cancer
(MOORTHI et al., 2012).

Moorthi et al. (2013) desenvolveu e validou uma metodologia em HPLC para
separacdo, identificacdo e doseamento simultaneo de piperina e curcumina encapsuladas em
nanoparticulas de Eudragit® E 100. O método foi implementado com sucesso e considerado
adequado para uso em rotinas de analise e dosagem de curcumina e piperina em formas
farmacéuticas, o que é de extrema importancia considerando-se 0 avango em pesquisas de
nanotecnologia utilizando fitoativos como a piperina.

Devido a utilizagdo de diferentes sistemas de liberacdo contendo piperina, com a
finalidade de melhorar a sua estabilidade e solubilidade em &gua, aumentar sua
biodisponibilidade e utilizar destes sistemas de liberagdo controlada para alcancar diferentes

alvos no organismo pressupde-se que, microparticulas poliméricas associadas a piperina
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podem minimizar seu efeito pungente e assim facilitar a adesdo ao tratamento do paciente
permitindo sua utilizacdo em doses mais elevadas as quais sdo requeridas para o tratamento da

obesidade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético (SOLAB, modelo SL-91, Piracicaba, Brasil);

e Analisador automatico de Bioquimica Respons 920 (DiaSys Diagnostic Systems,
Holzheim, Alemanha);

e Analisador de umidade (SHIMADZU, modelo MOC63u, Quioto, Japéo);

e Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Séo Paulo, Brasil);

e Coluna cromatografica C18, Shim-pack XR-ODS Il (200 mm x 2 mm, tamanho de
particula 2,2 um);

e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu Nexera X2);

e Destilador de &gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);

e Difratdmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japéo);

e Espectrometro de auto correlagdo a laser (MALVERN INSTRUMETNS, modelo
Zetasizer Nano series ZS90, Worcestershire, Reino Unido);

e Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU, modelo
IR-Prestige-21, Quioto, Japdo);

e Estufa (NOVA ETICA, modelo 410/D, Vargem Grande Paulista, Brasil);

e Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japdo);

e Microscépio eletrdnico de varredura com efeito de emissdo de campo (TESCAN,
modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca);

e Potencidmetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 221, S&o
Paulo, Brasil);

e Sistema de calorimetria exploratéria diferencial STA 6000 (PERKIN ELMER, Waltham,
MA, Estados Unidos);

e Sistema de secagem por aspersdo, Spray dryer (LABMAQ, modelo MSD 0.5; Ribeirdo
Preto, Brasil);

e Sistema de ultrapurificacdo de agua (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford, MA, Estados
Unidos);

e Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21GlI, Téquio, Japéo);

e Ultrassom, Ultrasonic Cleaner (ODONTOBRAS, 1440DA, Ribeirdo Preto, Brasil).
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4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmaco

e Piperina (PIP, > 97,0% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
e Padrdo interno: piperine matrix substance for MALDI-MS, > 99,0% (HPLC) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

4.2.2 Polimeros

e Eudragit® RS30D [cloreto de poli (metacrilato de trimetilamonioetila-co-metacrilato de
metila-co-acrilato de etila)], dispersdo aquosa (teor 30%), doado por Evonik Industries
AG (Darmstadt, Alemanha).

e Eudragit® S100 [poli (metacrilato de metila-co-acido metacrilico)], doado por Evonik
Industries AG (Darmstadt, Alemanha).

4.2.3 Agua Purificada

e Para andlises em cromatografo liquido, determinacdo do tamanho de particula foi
utilizada &gua ultrapura, obtida por sistema de ultrapurificacdo de agua (Milli-Q®,
MILLIPORE, Bedford, MA, Estados Unidos).

e Para o desenvolvimento dos sistemas microparticulados e demais analises foi
empregada agua destilada em equipamento FANEM LTDA (modelo 724/2-A, Séo

Paulo, Brasil).
4.2.4 Solventes e demais reagentes

e Acetonitrila grau HPLC (ApplyChem Panreac Quimica, Barcelona, Espanha);

e Brometo de potassio (KBr) grau espectroscopio (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO,
Estados Unidos);

e Etanol P.A. (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

e Metanol grau HPLC (ApplyChem Panreac Quimica, Barcelona, Espanha);

e Solugdo salina 0,9% (Sorimax FARMAX, Divindpolis, Brasil);
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Os solventes organicos apresentaram grau analitico e foram usados sem tratamento

prévio.
4.2.5 Demais Materiais

e Filtro para seringa PTFE (politetrafluoretileno) (0,45 pm x 25 mm, Cromafil®, Xtra,
MACHEREY-NAGEL GNBH & CO. KG, Diren, Alemanha);
e Seringa para HPLC de 100 pL (Microliter 710, HAMILTON, Bonaduz, Suica).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

As etapas sequenciais da pesquisa tiveram inicio com a obtencdo das microparticulas
poliméricas de RS30D e S100, contendo PIP por spray drying. Em seguida, foi realizada a
quantificacdo do farmaco nas microparticulas, empregando o método UPLC, previamente
desenvolvido e validado. Posteriormente, as microparticulas obtidas foram caracterizadas por
meio de métodos morfoldgicos, espectroscdpicos e térmicos. As etapas realizadas no presente

trabalho estdo esquematizadas no fluxograma a seguir (Figura 4):



Figura 4 — Desenho experimental das etapas da pesquisa
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4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Obtencéo das microparticulas poliméricas

A obtencdo das microparticulas foi conduzida pelo método de secagem por aspersao
ou spray-drying.

A partir do farmaco (piperina, PIP) e dos polimeros Eudragit® S100 e Eudragit®
RS30D denominados pelas siglas S100 e RD30D, respectivamente, foram desenvolvidas as
formulacgdes de microparticulas denominadas MS100 (microparticulas preparadas a partir do
polimero Eudragit® $100) e MRS (microparticulas preparadas a partir do polimero Eudragit®
RS30D). As concentracdes tedricas de PIP utilizadas foram de 0, 5, 10 e 20%, indicadas na
Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢do das formulacdes de microparticulas poliméricas contendo piperina obtidas pelo método

de secagem por aspersao

Composicéo
Formulacao A
¢ PIP $100 RS30D | H:0 A',‘I:.OO'
@ @ @ ultrapura etilico
(mL) (mL)
MS100_PO _ 2,00 _ 200 200
MS100_P5 0,10 1,90 _ 200 200
MS100_P10 0,20 1,80 _ 200 200
MS100_P20 0,40 1,60 _ 200 200
MRS_P0 . . 6,67 200 200
MRS_P5 0,10 . 6,33 200 200
MRS_P10 0.20 - 6,00 200 200
MRS_P20 040 5,33 200 200

Fonte: A autora (2018)
Nota: PIP (Piperina); MS100_P (microparticula de Eudragit® S100 e PIP); MRS_P (microparticula de Eudragit®
RS30D e PIP); MS_P0 e MRS_PO (controles negativos).

Com o método utilizado, o material polimérico foi dissolvido/disperso em
200 mL de &lcool etilico por agitacdo magnética (800 rev.min™), sendo adicionada em seguida
a PIP. Apos a dissolucdo do farmaco e polimeros, 200 mL de &gua destilada foi adicionada
lentamente e a solucdo mantida sob agitacdo por 12 h. Transcorrido esse periodo, as

formulagGes foram conduzidas a secagem por aspersdo, utilizando o equipamento Spray
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Dryer LABMAQ, modelo MSD 0.5, operando nas seguintes condic¢des: didmetro do
atomizador: 0,82 mm, pressao de atomizacéo: 3 kgf.cm?,
fluxo do ar de secagem: 50 L.min, fluxo de alimentagdo da formulagdo em secagem: 0,20.h"
! temperatura de entrada: 135 + 5 °C e temperatura de saida: 60 + 5 °C.

Todas as formulag6es foram obtidas em triplicata e os produtos foram armazenados a
temperatura ambiente, em recipientes hermeticamente fechados, ao abrigo da luz. As
condicdes estabelecidas (tempo de agitacdo, pressdo, fluxo e temperatura) foram mantidas

constantes para minimizar as flutuagdes.

4.4.1.1 Mistura Fisica

Misturas fisicas (MF) entre os polimeros utilizados e a PIP pura foram preparadas para
uma caracterizacdo comparativa dos sistemas microparticulados em estudo. Foram elaboradas
misturas fisicas na proporcdo, em massa, de 1:1 (PIP:polimero) (50%). Ambos foram pesados

e misturados com auxilio de uma espétula, resultando em uma mistura simples e homogénea.

4.4.2 Rendimento das microparticulas

O rendimento (R) das formulacdes foi calculado pela razdo entre a massa obtida ap6s
a preparacdo, e a soma das massas utilizadas do polimero e do farmaco, conforme apresentado

na Equacéo 1.

massa obtida de microparticula
R = — - ——x100 (D
massa inicial (polimero + piperina)

4.4.3 Determinacao do teor de umidade

O conteudo de agua presente nas formulagdes foi determinado por analisador de
umidade (SHIMADZU, modelo MOC63u, Quioto, Jap&o), previamente calibrado. Cada
amostra, de aproximadamente 0,05 g foi colocada em um prato de aluminio e mantida em
aquecimento a 105 °C, até peso constante, resultando no teor de umidade expresso em
porcentagem. Os ensaios com as microparticulas foram realizados, em triplicata, logo apos

obten¢do das mesmas.
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4.4.4 Desenvolvimento e valida¢cdo do método analitico por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (UPLC)

4.4.4.1 Equipamentos e condi¢es cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas no cromatdgrafo liquido de ultra
eficiéncia Shimadzu Nexera X2, equipado com SPD-M20A detector DAD, bomba LC-30AC,
degaseificador DGU-20A5RA e SIL-30AC Autosampler/amostrador, CTO-20A forno, CBM-
20A communications bus module e software Labsolutions versdo 5.73.

Foi utilizada Coluna (Cyg) Shim-pack XR-ODS Il (200 mm x 2 mm, tamanho de
particula 2,2 um).

A eluicdo foi realizada a 30° C, em modo isocratico, sendo a fase movel
acetonitrila:agua (70:30, V/V), com fluxo de 0,6 mL.min™ e volume de injecdo de 4uL. O

tempo de analise foi de 5,0 minutos e a deteccdo UV-Vis ocorreu em 262 nm.

4.4.4.2 Preparo das solucdes padréo

A solucdo padrdo estoque de PIP foi preparada em metanol (500,0 pg.mL™).
DiluicBes em acetonitrila:dgua (70:30, V/V) foram realizadas com objetivo de obter solugdes
com concentragdo entre 0,5 e 50,0 pg.mL™, onde a concentracdo de 15,0 ug.mL™ (ponto
médio da curva) foi definida como 100%. Antes de serem injetadas no cromatografo, as
solucBes foram filtradas em filtro de politetrafluoretileno (PTFE, Cromafil® Xtra, 0,45 pm x
22 mm, Macherey-Nagel GNBH & Co. KG, Diiren, Alemanha).

4.4.4.3 Desenvolvimento e validacdo do método para quantificacdo da piperina

Para avaliar a melhor condicdo para a corrida cromatografica, foi realizado um
experimento em gradiente exploratorio, variando a concentracdo de acetonitrila de 5 a 100%
em 60 minutos. Apds isso, as condi¢cBes cromatograficas foram otimizadas para se obter
melhor resolugdo do pico da PIP. Uma amostra contendo os polimeros foi injetada antes das
analises para todas as amostras, como controle negativo.

A validacdo do método analitico por UPLC foi realizada segundo os critérios
propostos pela International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for the
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e pela Resolucdo 166 de 24 de
julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017). Foram avaliados
0s seguintes parametros: especificidade, linearidade, limites de deteccdo e de quantificagéo,

precisao, exatiddo e robustez.
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A especificidade foi determinada por analise dos cromatogramas das microparticulas
com farmaco em comparagdo aqueles obtidos com as formulagbes sem farmaco, com o
objetivo de confirmar que nenhum componente da formulagéo interfere na quantificacdo da
PIP.

A linearidade do método foi avaliada por regressdo linear usando o método dos
minimos quadrados, pela média dos pontos de trés curvas analiticas auténticas, nas
concentracdes de: 0,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 e 50,0 pg.mL™. A inclinagdo e outros
parametros das curvas analiticas foram calculados por regressao linear e analise de variancia
(ANOVA). Avaliacdo de cada ponto foi realizada em triplicata.

Os limites de detecgéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados com base no

desvio padrdo (DP) e inclinacdo (S) das curvas analiticas, por meio das Equacdes 2 e 3.

~ 3,3xDP
S

_10xDP
S

LD

(@) LQ 3)

A precisdo do método foi determinada seguindo o guia do ICH (2005). A preciséo foi
avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria.

Para repetibilidade, trés concentragdes (2,0; 25,0 e 40,0 pg.mL™) foram avaliadas em
triplicata. A precisdo intermediaria foi avaliada por desvio padrdo (DP) e desvio padrdo
relativo (DPR) de seis injecBes a 10,0 ug.mL™, analisadas intradia, interdia e com diferentes
analistas.

A exatidao foi determinada por analises de recuperacdo, adicionando-se volume de
concentracdo equivalente a 20 ug.mL™ de PIP a solugdes de concentracdo 2, 10 e 25 pg.mL™,
resultando em amostras de 22, 30 e 45 pg.mL™ respectivamente. Os testes foram feitos em
triplicata, e a exatiddo do método foi calculada segundo a Equacdo 4, onde, CA é a

concentracdo experimental do analito e CTA é a concentracdo tedrica do analito adicionado.

CA (amostra adicionada — CA (amostra)x 100 (4)

% Exatidio = TA

A robustez foi avaliada nas amostras a 10,0 ug.mL™, por variaces na taxa de fluxo
para 0,595, 0,600 e 0,605 mL.min™, e na concentragdo da fase mével acetonitrila:agua para
70:30 (v/v), 69:31 (v/v) e 71:29 (v/v). Teste Tukey de Analise de variancia (ANOVA) foi

realizado para avaliar se as variagGes alteram o resultado das analises cromatograficas. Os
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resultados foram analisados utilizando o0 DPR comparando com os valores obtidos para a
condicdo padréo (taxa de fluxo de 0,6 mL.min™ e fase movel acetonitrila:agua 70:30 (V/v)).

4.4.4.4 Determinacdo da piperina incorporada nas microparticulas

Para o doseamento do farmaco, foi pesada uma massa exata de microparticulas,
equivalente a 20 mg de PIP e colocadas em baldes volumétricos com 8 mL de
acetonitrila:dgua (70:30, V/V) e mantidas sob agitacio magnética (1000 rev.min™') por 24
horas. Apos, as amostras foram submetidas a banho de ultrassom por 30 minutos, os volumes
foram completados para 10 mL e filtrados em PTFE (0,45 um). Antes da corrida analitica, as
amostras foram diluidas para se obter concentracdes tedricas de 20,0 pg.mL™, considerando
100% de incorporacdo. O mesmo procedimento foi realizado com o farmaco puro para que
pudesse ser observada uma possivel degradacéo.

O doseamento foi realizado em triplicata, frente a0 método analitico previamente
validado na faixa de 0,50 a 50 pg.mL " e no comprimento de onda de 262 nm.

4.4.4.5 Eficiéncia de encapsulacao

Considerando os resultados obtidos na quantificacdo da piperina, a eficiéncia de
encapsulacdo (%) foi calculada a partir da diferenca entre a massa de farmaco inicialmente
adicionado em cada formulagdo e a massa presente nas microparticulas (LI; ROUAUD;
PONCELET, 2008), conforme demonstrado na Equacéo 5.

massa de piperina nas microparticulas
massa inicial (tedrica) de piperina

Eficiéncia deencapsulacdo = x100 (5)

4.4.5 Caracterizacdo dos Sistemas Poliméricos

4.4.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (Field Emission Gun
Scanning Electron Microscopy — FEG-SEM)

A avaliacdo morfoldgica e de superficie das microparticulas foi realizada em
microscopio eletrdnico de varredura por emissdo de campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno,
Republica Tcheca). As amostras foram submetidas a metalizagdo com ouro em metalizador
IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Japdo). Para obtencdo das eletromicrografias, foi
empregada voltagem de aceleracdo de 15 kV e utilizado software especifico (Electron Optical

Design).
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4.4.5.2 Espectrometria de difracéo a laser

O tamanho de particula e potencial zeta foram determinados por espalhamento de luz
dindmico, ap6s o preparo de uma suspensdo das microparticulas (1:500, V/V) em agua
ultrapura. As medidas, em triplicata, foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer
Nano series ZS90 (MALVERN INSTRUMENTS, Worcestershire, Reino Unido).

4.4.5.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada em Fourier (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy — FTIR)

As microparticulas poliméricas foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg de cada
amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige 21
(SHIMADZU, Quito, Jap&o), na faixa de 4000-400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 32
scan.min™. Os espectros obtidos foram avaliados frente aos espectros do farmaco puro, da

mistura fisica e da formulacdo branco referente.

4.4.5.4 Difracdo de Raios X (X Ray Diffraction — DRX)
As microparticulas foram examinadas em difratdmetro de raios X Shimadzu XRD-
6000, scan de 2°.min™ e 26 de 5° a 80°, radiacdo Ka de cobre (A = 1.5418 A), corrente de 40

mA e voltagem de 40 kV, para a observacao de possiveis picos indicativos de cristalinidade.
4.4.5.5 Anélise térmica

4.4.5.5.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (Differential Scanning Calorimetry — DSC)

As amostras foram colocadas em célula calorimétrica de alumina. O instrumento STA
6000 (PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos) foi calibrado usando indio (In;
P.F.= 156,6°C; AHisz0 = 28,54 J.g-') como padrdo. As amostras foram aquecidas a uma taxa
constante de 10 °C.min, de 20 a 600 °C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™) constante.

4.4.5.5.2 Termogravimetria (Thermogravimetry — TG)

A andlise termogravimétrica foi realizada no mesmo equipamento, STA 6000
(PERKIN ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos), utilizando célula calorimétrica de
alumina, onde as amostras foram aquecidas a uma taxa constante de 10 °C.min™, de 20 a 600

°C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™) constante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS

As microparticulas poliméricas preparadas a partir do Eudragit® S100 e do Eudragit®
RS30D foram obtidas com sucesso por spray drying. ApOs a secagem, 0S materiais
apresentaram um aspecto macroscopico pulverulento de cor levemente amarelada, tonalidade
semelhante aquela observada para a PIP pura, enquanto que, nas microparticulas que nao

continham o farmaco (MS100_P0 e MRS_PO) foi verificado um aspecto fisico de pd branco.

5.1.1 Rendimento e Teor de umidade

A Tabela 3 sumariza os resultados percentuais de rendimento e teor de umidade,
apresentados na forma de valor médio e desvio padréo.

Os rendimentos das microparticulas foram calculados com base na Equacdo 1, em
triplicata.

Os rendimentos obtidos variaram entre 39,55% e 57,23%, sendo que as formulacGes
com o polimero RS30D apresentaram rendimento superior aquelas contendo S100. Tais
valores foram adequados, tendo em vista a dificuldade de se obter rendimentos muito altos
utilizando o spray dryer, onde quantidade significativa do material fica aderida as paredes do
equipamento (HEGAZY; DEMIREL; YAZAN, 2002; SOSNIK; SEREMETA, 2015).

Com relacdo aos resultados referentes ao teor de &gua presente nas microparticulas
(Tabela 3) frente aos valores de umidade obtidos para a PIP pura (1,98% + 0,20), polimero
RS30D (4,70% + 0,83) e polimero MS100 (6,46% + 1,30), observa-se que o teor de umidade
das microparticulas foi semelhante ao do farmaco e dos polimeros puros, variando de 3,88% a
5,66% para as formulagdes MRS e de 2,97% a 6,25% para as formulacbes MS100, sendo
notado crescente o valor de umidade com a diminuicdo da concentragdo de PIP nas
formulagGes. Esses resultados indicam que o processo de secagem por aspersdo foi efetivo na
remocdo da mistura agua-etanol (50:50 v/v) empregada como solvente no processo de

microencapsulacao.
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Tabela 2 — Percentuais de rendimento e teor de umidade das microparticulas

Formulagéo Rendimento (%0) Umidade (%)
Média + DP*; DPR** Média + DP*; DPR**

MRS_ PO 57,23 £ 9,60; 16,77 5,66 +0,98; 17,31
MRS_P5 52,40 + 2,12; 4,05 4,67 £0,35; 7,49
MRS_ P10 44,37 +7,09; 15,98 4,08 +0,59; 14,46
MRS_ P20 48,93 +7,07; 14,45 3,88 +0,35; 9,02
MS100_PO 40,48 + 2,94; 7,26 6,25+ 1,89; 30,24
MS100_P5 39,55 + 4,66; 11,78 5,89+0,79; 13,41
MS100_P10 47,27 + 6,47, 13,68 5,21 +1,32; 25,34
MS100_P20 42,93 + 10,84, 25,25 2,97 £ 0,49; 16,49

Fonte: A autora (2018)
Nota: média (n = 3) *DP: desvio padrdo; **DPR: desvio padrdo relativo

No trabalho de Wang et al. 2017, os autores obtiveram rendimentos entre 20 a 40%
nas suas microparticulas, pois em grande parte isso depende da quantidade de p6 seco a ser
pulverizado e da temperatura de transicdo vitrea dos excipientes a serem utilizados, assim,
quando comparados, os resultados de rendimento do presente trabalho obtiveram resultados
ainda mais satisfatérios. Em relacdo ao teor de umidade, no referido trabalho, os resultados
ficaram entre 1,5% e 5,6%, e em média, as formulacbes obtidas com polimero RS30D,
apresentaram menor teor de umidade que as obtidas com polimero S100 e proximas ao do
autor citado, sendo que para processamento, armazenamento e administracdo os pds com
menor teor de umidade sdao normalmente mais desejaveis por proporcionar maior estabilidade

ao produto e manuseio mais reprodutivel e robusto.

5.1.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para quantificacdo da piperina

Durante o desenvolvimento e validacdo do método analitico por UPLC para
quantificacdo da PIP presente nas microparticulas, na corrida em gradiente exploratorio, foi
definida a fase mével acetonitrila:agua 70:30 (v/v) e o fluxo de 0,6 mL.min™* como sendo as
condicBes padrdo para o restante das anélises. O tempo de corrida e o tempo de retencdo
foram 2,0 e 1,5 minutos, respectivamente, o que é adequado para rotina laboratorial, onde é
imprescindivel que as analises sejam simples e rapidas.

A especificidade de um meétodo é determinada por andlise do farmaco padréo e

amostras teste, ou seja, a habilidade de um método analitico de diferenciar e quantificar o
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analito em presenga de impurezas ou outros componentes na amostra (ICH, 2005; VYAS et
al., 2013).

O cromatograma do padréo analitico de PIP na concentracdo de 15 pg.mL™ (Figura
5) mostra a especificidade do método para a PIP, frente a possiveis impurezas. A
especificidade em relacdo as microparticulas foi demonstrada por comparacdo dos
cromatogramas das microparticulas sem o farmaco (MRS_PO0) e contendo a PIP (MRS_P10),
ilustrados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.

Comparando os cromatogramas obtidos (Figura 6 e 7), demonstrou-se a
especificidade do método, sem apresentar interferentes no tempo de retengdo do analito, em
concordancia com as especificacdes oficiais (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

Figura 5 — Cromatograma de UPLC correspondente ao padréo analitico de piperina na concentragdo de 15

pg.mL™.
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Figura 6 — Cromatograma da microparticula MRS_PO
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Figura 7 — Cromatograma da microparticula MRS_P10
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A linearidade do método foi avaliada por meio de sete niveis de concentragdo: 0,5;
5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 e 50,0 pg.mL™. Foi observada relacéo linear entre a 4rea do pico e
a concentracdo de PIP em uma faixa de concentracdo de 05 a 50,0 pg.mL™.
A equacdo linear obtida para o método foi y = 42749x + 42359 (n = 3, r = 0,9999) (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo gréfica da curva analitica media para a determinacéo da piperina obtida por UPLC (A =

262 nm)
2500000 -
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©
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r=0.9999
0 I T 1
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Fonte: A autora (2018)



50

O DPR da inclinagdo foi de 3,86%, estando de acordo com o limite proposto pelo
ICH e pela ANVISA de até 5%. O valor de b estd dentro do intervalo de confianca de 95% da
curva analitica, pelo teste ANOVA.

De acordo com o Analytical Methods Committee (AMC), um valor de coeficiente de
correlacdo proximo a 1 ndo é necessariamente o resultado de relacdo linear, e por isso, deve
ser aplicado o teste de falta de ajuste (lack of fit). Este teste avalia a variagcdo dos valores
residuais (GOMES et al., 2015a; HADAD; EMARA; MAHMOUD, 2009). O teste ANOVA
para a linearidade esta apresentado na Tabela 4. Para falta de ajuste, o valor de F foi menor
que o valor de F tabelado, para o intervalo de 95% de confianga (a = 0,05), portanto, a
regressao linear ndo apresentou falta de ajuste (KLEIN; LONGHINI; DE MELLO, 2012).

Tabela 3 — Resultados obtidos por ANOVA para linearidade do método analitico

SS DF MS F Ftab
Modelo 9.415497E+12 1 9.415497E+12 51398.06
2,990
Residuo 3.480568E+09 19 1.831878E+08
Linear
Falta de ajuste 1.241713E+09 5 248342625 1.552935
2,307
Erro puro 2.238855E+09 14 159918191

Né&o ha falta de ajuste

Fonte: A autora (2018)
Nota: Onde SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F do

teste; Ftab: valor do F tabelado

Para ser linear, o F do Modelo tem g ser maior que o Ftab (tabelado). E linear. Para
ndo ter falta de ajuste, o F da falta de ajuste tem que ser menor que o Ftab (tabelado). Néao
tem falta de ajuste.

A menor concentracdo onde a PIP pode ser detectada (LD) e quantificada (LQ) com
aceitavel precisdo e exatiddo foi 0,1244 e 0,377 pg.mL™, respectivamente. A Tabela 5 resume

0s parametros da curva.
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Tabela 4 — Resumo dos parametros da curva analitica da piperina

Linearidade
Faixa linear 0,5-50,0 ug.mL™*
Limite de Detecco 0,124 pg.mL™*
Limite de Quantificacio 0,377ug.mL*
Dados de regressao
N 3
Inclinacéo (a) 42749
Desvio Padrdo da Inclinacéo 1628,55
Desvio Padrdo Relativo da Inclinacéo (%) 3,86
Intercepto (b) + 42359
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9999

Fonte: A autora (2018)
Nota: *y = ax + b, onde x é a concentracdo do composto e y é a &rea sob a

Curva

A precisdao de um método analitico descreve a proximidade das medidas individuais
de uma substancia quando o procedimento é aplicado repetidamente para multiplas aliquotas
(ICH, 2005). Repetibilidade expressa a precisdo sob as mesmas condi¢des de operacdo

durante um curto intervalo de tempo.

Foi avaliada a precisdo intermediaria, expressa como variacdo intradia, interdia e
com diferentes analistas. O teste t-student avalia a existéncia de qualquer diferenca entre 0s
diferentes niveis de um fator. Até 5 % ndo ha diferenca significativa na area do pico e no
tempo de retencdo da PIP (ANVISA, 2017). O DPR para repetibilidade nas concentragdes
2,0, 25,0 e 40,0 pg.mL™* foram de 3,06%, 2,95% e 0,75%, respectivamente. Quanto & precisao
intermediaria, os valores de DPR foram de 2,39%, 2,88% e 2,99% para intradia, interdia e
segundo analista, respectivamente. Os resultados séo apresentados na Tabela 6, confirmando a
precisdo do método desenvolvido.
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Tabela 5 — Dados da repetibilidade e preciséo intermediaria

Concentracéo Concentracéo Experimental DPR**
Tedrica (ug.mL™) (ug.mL™, Média = DP*) (%)
Repetibilidade (n = 9)
2,0 2,08 0,06 3,06
25,0 24,89+ 0,73 2,95
40,0 39,07+ 0,29 0,75
Precisdo intermediaria
Intradia (n = 3) 10,0 10,29 £ 0,25 2,39
Interdia (n = 3) 10,0 10,28 +£ 0,29 2,88
Diferentes analistas (n = 3) 10,0 10,19 £ 0,30 2,99
Média = DP* (n = 9) 10,0 10,25 + 0,05 0,54

Fonte: A autora (2018)

Nota: *DP: desvio padréo; ** DPR: desvio padrdo relativo

A exatiddo do método por ensaios de recuperacdo foi determinada pela adi¢do de
quantidade exata de PIP a solucdes de concentracdo conhecida do farmaco. A porcentagem
média de recuperacdo + DP e DPR foram 99,04 + 0,52 e 0,53%, 100,66 + 0,62 e 0,61%,
101,42 + 1,39 e 1,37% para as concentracdes avaliadas, respectivamente. Assim, resultados
obtidos indicam que o método proposto é considerado exato.

A robustez de um procedimento analitico é a medida da sua capacidade de
permanecer inalterado por pequenas e deliberadas variacbes dos parametros do método,
fornecendo uma indicacdo da sua confiabilidade em condi¢Ges normais de uso (ICH, 2005).

Para a avaliagdo da robustez, o fluxo de 0,6 mL.min™ e a fase mével acetonitrila :
agua 70:30 (v/v) foram consideradas condi¢cfes padrdo. A robustez foi avaliada nas amostras a
10,0 pug.mL™, por variacdes na taxa de fluxo para 0,595, 0,600 e 0,605 mL.min™, e a
concentracdo da fase movel acetonitrila : agua para 69:31 (v/v) , 70:30 (v/v), e 71:29 (v/v). Os
resultados foram analisados utilizando o DPR comparando com os valores obtidos para a
condigdo padrdo. O teste Tukey a um nivel de significancia de 5% mostrou que ndo houve
diferenca significativa na area do pico e o tempo de retencdo da PIP quando a taxa de fluxo
variou de 0,6 mL.min™ para 0,595 mL.min™ (DPR = 0,48%) e para 0,605 mL.min™ (DPR =
0,41%), e quando a concentracdo da fase mdvel variou de 70:30 (V/V) para 71:29 (V/IV)
(DPR = 1,24%) e para 69:31 (V/V) (DPR = 0,41%). Portanto, 0 método provou ser robusto

para o farmaco analisado, sob as condi¢fes avaliadas.
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5.1.3 Quantificacao de Piperina incorporado as microparticulas

As microparticulas MRS e MS100, preparadas em etanol:agua (50:50, v/v)
apresentaram teor de farmaco entre 66,36% - 90,15% e 78,69% - 81,74% respectivamente,
com baixos valores de desvio padrdo e desvio padrao relativo para as analises em triplicata
(Tabela 7). Outros trabalhos com PIP apresentaram eficiéncia de encapsulacdo entre 72% a
87% em nanoparticulas (BASPINAR et al., 2018) e de 54,8% a 84,3% em microparticulas de
PIP com quitosana produzidas pelo método de ionizacéo por eletro-spray (PENGPONG et al.,
2014)

Em um estudo comparativo entre métodos de preparacdo de microparticulas
utilizando spray drying e um novo sistema de processamento de particulas ultrafinas, os
resultados de eficiéncia de encapsulacdo ficaram em torno de 84,65% e 90,16%
respectivamente em cada método, demonstrando serem tecnologias apropriadas, para
utilizacgdo no preparo de medicamentos macromoleculares sensiveis, protegendo o
encapsulado (ZHU et al., 2015).

Com o objetivo de aperfeicoar o preparo de microparticulas de isoniazida e avaliar as
interacbes quimicas entre farmaco e polimeros foram avaliadas formulagdes preparadas com
Eudragit® S100 e etil celulose, obtendo resultados de eficiéncia de encapsulacéo entre 81% e
94,4%, as variacOes foram observadas em diferentes formulacdes de polimeros devido a
provaveis perdas de algumas por¢des por escape no ciclone ou por adesdo do p6 as suas
paredes, mas demonstrou-se elevada eficiéncia de encapsulacdo do farmaco sem diferenca
significativa entre os diferentes polimeros utilizados (MITHU et al., 2017).

Assim, pode-se concluir que a eficiéncia de encapsulacdo nas microparticulas MRS e
MS100 (Tabela 7) se encontra adequada e com variacdes que podem ser justificadas pelo
método utilizado para obtencdo das microparticulas. A formulacdo MRS_P10 apresentou a

melhor eficiéncia de encapsulacdo, o que justifica sua utilizacdo no ensaio bioldgico in vivo.
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Tabela 6 — Teor" de piperina incorporada nas microparticulas (mg.g ™) e eficiéncia de encapsulacéo? (EE, %)

Microparticulas  Coneenraioeorica - PIP encapsulade  gg gpspprf
MRS_P5 50,00 33,18+ 0,13 66,36 £ 0,27 0,41
MRS_P10 100,00 90,15 + 0,95 90,15 £ 0,95 1,05
MRS_P20 200,00 155,20 £ 1,78 77,60 £ 0,90 1,15
MS100_P5 50,00 39,34+ 0,13 78,69 + 0,25 0,31
MS100_P10 100,00 81,74 £ 0,45 81,74 + 0,45 0,62
MS100_P20 200,00 160,58 + 3,45 80,29+ 1,73 2,16

Fonte: A autora (2018)
Nota: 'média (n = 3) + desvio padrdo
“média (n = 3) + desvio padréo *DP: desvio padrdo; ** DPR: desvio padrao relativo

5.1.4 Microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (FEG-SEM)

A anélise por FEG-SEM é um importante estudo morfolégico para particulas
poliméricas que fornece a ideia sobre forma e tamanho das estruturas. Muitos fatores podem
afetar as caracteristicas morfologicas e estruturais na producdo de microparticulas
poliméricas, como o volume do solvente e reacGes com os solventes, alterando a uniformidade
do tamanho e caracteristicas de superficie, altas taxas de evaporacdo de solvente no spray-
dryer, por exemplo, podem obter particulas mais esféricas que aquelas obtidas por solventes
com maiores valores de ponto de ebulicdo, o que pode ser avaliado pela microscopia
eletronica de varredura (ROLAND; BHAWANI, 2016; SCHAFROTH et al., 2012).

A eletromicrografia do farmaco (Figura 9) confirma seu carater cristalino,
apresentando-se na forma de cristais, conforme relatado previamente na literatura
(PADALKAR; GAIKAR, 2008), onde observou que podem existir variacdes de regularidade
e porosidade superficial na estrutura, dependendo do solvente utilizado para sua extracao.

Enquanto alguns polimeros apresentam-se predominantemente na forma de esferas
de tamanhos variados como o Eudragit® $100 na apresentacdo em po, caracterizado na Figura
9, o Eudragit® RS30D, que se encontra na forma de dispersdo aquosa a 30%, sendo necesséria
sua liofilizagdo ou secagem para microscopia eletronica de varredura, apresentou
caracteristicas de aspereza em sua superficie, similar aos pellets de polimeros RS30D
produzidos por aquecimento (SA-BARRETO et al., 2017) e um comportamento fragil e ductil
conforme relatado na literatura (WU; MACGINITY, 2001).
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Na Figura 10, as misturas fisicas (MF) preparadas com os polimeros e o farmaco,
evidenciaram que as caracteristicas individuais de cada produto foram mantidas, sem que

ocorresse nenhum tipo de interacdo ou modificacdo morfologica.

Figura 9 — Eletromicrografias FEG-SEM da piperina pura (PIP) e dos polimeros Eudragit® RS30D (RS30D) e
Eudragit® S100 (S100), aumento de 1000 X

SEM HV: 15.0 kV MIRA3 TESCAN

B & 2
SEM HV: 15.0 kV ‘7 WD: 9.82 mm SEM HV: 15.0 kV ‘7 'WD: 9.87 mm MIRA3 TESCAN
SEMMAG1.20kx |  DetSE SEMMAG:1000x | DetSE | 20pm
View field: 115 ym | Date(midly): 10/06/17 Performance in nanospace View field: 138 ym | Date(midly): 091317 Performance in nanospace

Fonte: A autora (2018)
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Figura 10 — Eletromicrografias FEG-SEM das misturas fisicas: MF PIP:RS30D (1:1, piperina: Eudragit®
RS30D) e MF PIP:S100 (1:1, piperina: Eudragit® $S100), aumento de 1000 X

MF PIP:RS30D.

SEMHV:150kV | WD:9.91mm
SEM MAG: 1.00 kx 20 ym
View field: 138 pm | Date(m/dly): 09/1317 Performance in nanospace

SEMHV: 150KV |

SEM MAG: 1.00 kx
View field: 138 pm | Date(m/dly): 09/11317 Performance in nanospace

Fonte: A autora (2018)

As microparticulas preparadas com Eudragit® RS30D (Figura 11) apresentaram
formato arredondado, com caracteristica homogénea, aparéncia suave e sem presenca de
farmaco livre em sua superficie nas formulacdes MRS_P0, MRS _P5 e MRS_P10, assim
como aquelas encontradas na literatura para microparticulas com RS30D, por spray drying
(RATTES; OLIVEIRA, 2007). Entretanto, na formulacdo MRS_P20 detecta-se a presenca de
algumas estruturas cristalinas na superficie das microparticulas o que pode caracterizar a
presenca de PIP n&o encapsulada.
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Figura 11 — Eletromicrografias FEG-SEM das microparticulas preparadas a partir do polimero Eudragit® RS30D
contendo ou ndo piperina: MRS_P0, MRS_P5, MRS P10, MRS_P20, aumento de 5000 X

MIRA3 TESCAN

Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV ‘ 'WD: 9.88 mm SEM HV: 15.0 kV ‘ 'WD: 9.93 mm
SEM MAG: 5.00 kx J Det: SE SEM MAG: 5.00 kx J Det: SE

View field: 27.7 pm | Date(m/dly): 09/13117 | Performance in nanospace View field: 27.7 pm | Date(m/dly): 091317 Performance in nanospace

Fonte: A autora (2018)

As microparticulas MS100 preparadas em etanol:agua (50:50, V/V), apresentaram
morfologia esférica (Figura 12), similar aquelas encontradas na literatura para microparticulas
com S100, por spray drying (CRUZ et al., 2010; ESPOSITO et al., 2002; RAFFIN et al.,
2007a).
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Figura 12 — Eletromicrografias FEG-SEM das microparticulas preparadas a partir do polimero Eudragit® $100
contendo ou ndo piperina; MS100_P0, MS100_P5, MS100_ P10, MS100_P20, aumento de 5000 X

&

SEMHV:150kV | WD:9.86mm SEMHV:150kV | WD:9.78mm
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

MIRA3 TESCAN|

Performance in nanospace

Fonte: A autora (2018)

Algumas microparticulas apresentaram rugosidades e concavidades na superficie.
Essa irregularidade pode ser devida ao encolhimento da microparticula, observado durante
sua secagem e resfriamento. Vacuolos e concavidades também podem ser originados durante
a evaporacdo do solvente, decorrentes da acdo de capilaridade na superficie seca das
particulas, criando uma pressdo interna sub-atmosférica, resultando em particulas colabadas,
devido a pressdo parcial maior gerada no centro da microparticula durante o processo de
secagem por aspersao (KULKARNI; NAIK, 2013; RAFFIN et al., 2007a; WALTON, 2000).

A absorcdo de &gua é outro fator critico para manter a estrutura das microparticulas
estavel, quando os pds absorvem umidade, associado ao impacto das particulas Umidas na

parede da camara de secagem, elas acabam por deformar, mudando sua estrutura fisica,
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resultando em particulas colabadas, aglomeradas e com mudangas em sua viscosidade.
(PORRAS-SAAVEDRA et al., 2015)

A presenca ou aumento da concentracdo de PIP ndo alterou o tamanho e a
morfologia das microparticulas preparadas em etanol:agua (50:50, v/v), assim como em

microparticulas de ciclosporina produzidas por spray drying (SCHAFROTH et al., 2012) .

5.1.5 Espectrometria de difragéo a laser

A microencapsulacdo pelo método de spray-driyng € utilizada para produzir particulas
com didmetro na escala de 1 um a 1000 um, com o objetivo de obter sistemas de liberagédo
controlada de medicamentos e aumentar sua taxa de dissolucéo pelo aumento da superficie de
contato, no caso de farmacos com baixa solubilidade em agua (MITHU et al., 2017).

O tamanho das microparticulas obtidas variou entre 1,37 um e 7,27 um (Tabela 8),
assim como no trabalho de Mithu et al., (2017) que obteve microparticulas de 1,2 um a 9,4
pum de didmetro, utilizando o polimero S100 e Porras-Saavedra et al., (2015), com particulas
entre 2 um e 7 um, utilizando maltodextrina e goma ardbica na formulagdo, ambos pelo
método de spray-drying.

As microparticulas produzidas a partir do polimero RS30D apresentaram diametros
relativamente maiores, entre 4,09 um e 7,27 um, que as microparticulas produzidas com o
polimero S100 com diametros médios entre 1,37 um e 1,87 um. Colomé et al., (2007), em seu
trabalho com microparticulas contendo pantoprazol em formulacGes preparadas a partir de
S100 e RS30D também apresenta variacGes de didmetro em seus resultados, obtendo
particulas com didmetro entre 9,1 um e 53,5 um, podendo ser este Ultimo valor ser mais
aumentado devido a presenca de aglomeracédo de particulas.

Os valores de tamanho das microparticulas determinados por espectrometria de
difracdo a laser foram confirmados pelos resultados obtidos na anélise por FEG-SEM.

Entre os fatores que podem interferir no tamanho da microparticula produzida estéo a
agitacdo da formulacdo durante sua producdo, as propriedades fisico-quimicas do material
utilizado na formulacdo e a metodologia de obtengcdo das microparticulas, onde a pressao e
temperatura de evaporacdo dos solventes estdo diretamente relacionadas com as
caracteristicas morfologicas das microparticulas obtidas (LI et al., 2008), assim, como todos
0s parametros de producdo das microparticulas contendo PIP utilizados foram os mesmos, 0
fator que pode justificar essa pequena variagdo de tamanho entre as microparticulas

produzidas a partir de S100 e RS30D ¢ a propriedade fisico-quimica dos polimeros utilizados.
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Tabela 7 — Tamanho de particula obtido por espectrometria de difracdo a laser

FORMULACAO TAMANHO (1m)
MEDIA + DP*; DPR**

MRS_ PO 4,09+0,12; 2,86
MRS_P5 568+ 1,21; 21,31
MRS_ P10 6,50 % 0,99; 15,29
MRS_ P20 7,27 + 2,60; 35,80
MS100_PO 1,55+ 0,14; 8,78
MS100_P5 1,37 +0,08; 5,97
MS100_P10 1,76 £ 0,05; 2,68
MS100_P20 1,87 +0,14; 7,25

Fonte: A autora (2018)

Nota: *DP: desvio padrao; ** DPR: desvio padréo relativo (%)

5.1.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada em Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia de infravermelho é um importante método de
caracterizacdo para detectar grupos funcionais nas moléculas de um composto. Interacoes
quimicas entre farmacos e polimeros sdo comumente identificadas por mudancas nos padrdes
do FTIR, assim com a intencdo de explorar se o0 processo de microencapsulacdo resulta em
alguma mudanca quimica sdo comparadas as caracteristicas de bandas entre matérias primas e
formulagdes. A porcdo de maior utilidade para a analise desses grupos esta situada entre 4000
e 400 cm™ (ROLAND; BHAWANI, 2016; ALMEIDA et al., 2014).

Com o objetivo de avaliar possivel interacdo entre farmaco e carreador, foram
analisados espectros da piperina pura, polimeros puros, mistura fisica e formulacdes com e
sem farmaco. O espectro FTIR da PIP pura (Figura 13) apresentou as bandas caracteristicas
do farmaco, estando de acordo com os dados apresentados na Tabela 8 encontrados na

literatura.



Figura 13 — Espectro FTIR da piperina pura
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Tabela 8 — Principais bandas de absorcao encontradas no espectro FTIR da piperina

BANDAS RESULTADO LITERATURA REFERENCIAS*
(em. ™ (cm.™h

Estiramento aromatico (-CH) 3011 3011 a,b

Vibracéo de estiramento 2940 2940 ceafb

alifatica assimétrica (CH,)

Vibracédo de estiramento 2851 2851 c, d

simétrica (CH,)

Vibracdo de estiramento (-CO-N) 1635 1635, 1644 g, b

Vibracéo do estiramento 1634 1634,5; 1631 ceagf

simétrica (C=C)

Vibracdo do estiramento 1612 1612,5; 1608 c,ead0

assimétrica (C=C)

Vibragao aromatica (C=C) 1584 1608,1580, 1495, g fb

1584

Deformacéo angular (CH,) 1445 1449, 1445 c,gfb

Vibracéo de estiramento 1250 1194, 1250, 1245 ¢, g,b

assimétrico (=C-0O-C)

Vibracédo de estiramento 1030 1030, 1025 e b

simétrico (=C-0-C)

Vibracdo de estiramento (C-O) 927 927,935 eqg,b

Vibragdo angular (C-H) 845 850,845 830,805 g,b

Fonte: A autora (2018)

Nota: *Referéncias: a) (SAHA et al., 2013); b) (DAHIYA et al., 2018); c) (PENTAK, 2016); d)
(ROLAND; BHAWANI, 2016); €) (PENGPONG et al., 2014); f) (PACHAURI; GUPTA,
GHOSH, 2015); g) (SWAPNA et al., 2012)
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Os espectros dos polimeros foram muito semelhantes entre eles, uma vez que a
estrutura base é a mesma, assim nos espectros de Eudragit® RS30D e Eudragit® S100 é
possivel observar bandas caracteristicas da vibracdo C=0 de acido carboxilico esterificado em
torno de 1730 cm™, bem como vibrages caracteristicas de grupos CH entre 2900 a 3000 cm™,
confirmadas pela presenca das bandas 1385, 1450 e 1485 cm™ e uma banda larga detectada
proxima a 3500 cm™ pode ser atribuida & presenca de grupos OH e 4gua. Os espectros obtidos
para os polimeros (Figuras 14 e 15) foram condizentes com os encontrados na literatura
(FARAGO, 2007; COLOME, 2006; GHAFFARI et al, 2007; KHUATHAN;
PONGJANYAKUL, 2014; BUNHAK et al., 2015).

Figura 14 — Espectro FTIR do polimero Eudragit® RS30D
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Figura 15 — Espectro FTIR do polimero Eudragit® $100
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As Figuras de 16 a 17 mostram os comparativos entre os espectros FTIR do farmaco,
das misturas fisicas e das microparticulas preparadas com e sem a presenca de PIP. Nos
espectros notam-se as bandas de absor¢do referente ao farmaco nas mesmas posic¢fes tanto
para as microparticulas carregadas com PIP como para as misturas fisicas.

Nos espectros das microparticulas sem farmaco, MRS_P0 e MS100_PO, observa-se a
auséncia de bandas caracteristicas da PIP pura.

Nas formulacdes preparadas em etanol:4gua (50:50, v/v) houve manutencdo das
bandas caracteristicas do farmaco, sem surgimento de novas bandas, sugerindo que ndo houve
ligacdo quimica entre o farmaco e os polimeros (MENDES, 2011).

Nos espectros das microparticulas das formulacdes com 20% de farmaco, MRS_P20
e MS100_P20, algumas bandas caracteristicas da PIP se tornam presentes podendo ser devido
a presenca de farmaco livre na superficie da particula, o que pode ser observado em outras
anélises como FEG-SEM.
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Figura 16 — Espectro FTIR do Eudragit® $100 (EUD S100), da piperina pura (PIP), da mistura fisica (MF) e das
microparticulas MS100_P0, MS100_P10 e MS100_P20.
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Figura 17 — Espectro FTIR do Eudragit® RS30D (EUD RS30D), da piperina pura (PIP), da mistura fisica (MF)
e das microparticulas MRS_PO, MRS_P10 e MRS_P20
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5.1.7 Difragédo de Raios X (DRX)

A técnica de difracdo de raios X € uma das principais em avaliacdo da cristalinidade
do material, utilizada para identificacdo da estrutura cristalina em dispersdes sélidas. No
difratograma de raios X, a forma cristalina do produto mostra geralmente picos agudos no
angulo de 20, enquanto a forma amorfa mostra um pico em halo, ndo bem definido, entéo
ambas as formas podem ser facilmente diferenciadas, pois o padrdo difratométrico é Unico
para cada composto cristalino (PATEL et al., 2015).

Substancias amorfas tém suas moléculas arranjadas ao acaso, ndo apresentando picos
bem definidos no difratograma como as cristalinas e sendo assim, mais soltveis devido a
disposicdo aleatéria de suas moléculas e necessitando de baixa energia para separa-las
(STULZER et al., 2007). Logo, a dissolucdo tende a ser mais rapida no estado amorfo
(RIEKES et al., 2011). Assim, a cristalinidade da substancia € uma caracteristica que pode
influenciar a solubilidade e, portanto, interferir na biodisponibilidade oral (COSTA, 2011;
GOMES et al., 2015b; KAWABATA et al., 2011).

Com a finalidade de observar uma possivel reducdo da cristalinidade, foram obtidos
difratogramas da PIP pura, dos polimeros, das misturas fisicas e das microparticulas com e
sem farmaco.

A PIP pura (Figura 18) apresentou difratograma com uma série de picos bem definidos
na regido de 20 = 10 a 30° e outros com pequena intensidade na regido de
260 = 30 a 60°, conforme dados da literatura (VINOD et al., 2011; EZAWA et al., 2016). Os
picos principais encontrados foram em 260 = 14,46°, 15,60°, 19,35°, 22,14°, 25,60°, 28,02° e
31,30°, além de outros picos secundarios confirmando a natureza cristalina do farmaco,

visualizada também por FEG-SEM.
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Figura 18 — Difratograma da piperina pura
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Os polimeros ndo apresentaram picos de cristalinidade bem definidos (Figura 19 e
20) sendo semelhante ao encontrado na literatura (FARAGO, 2007).

Ghaffari et al. (2007) encontrou alguns picos no difratograma do Eudragit® RS 30 D
em 26 = 36,4° e 42,3°, contudo afirma que o mesmo pode ser considerado amorfo e que néo
apresentou qualquer pico caracteristico em seu padrdo de difracdo, sendo insignificante o
percentual de cristalinidade encontrado em seu difratograma, o que foi confirmado na Figura
19.
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Figura 19 — Difratograma do polimero Eudragit® RS30D
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Assim como 0 RS30D, o polimero S100 exibiu picos no difratograma que confirmam
sua natureza amorfa, com baixa intensidade, sendo o resultado encontrado compativel com

literatura (HIGASHI et al., 2015; MITHU et al., 2017)

Figura 20 — Difratograma do polimero Eudragit® S100
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Nos difratogramas das misturas fisicas, (Figura 21 e 22), pode-se observar picos em
260 = 14,46° e 19,6°, indicando a presenca de farmaco na forma cristalina.

As microparticulas sem farmaco apresentaram carater amorfo, semelhante aos
respectivos polimeros, como pode ser visto nos difratogramas (Figura 21 e 22).

A reducdo na intensidade dos picos de cristalinidade indica aumento da amorfizagéo
do farmaco no produto obtido pelo spray-dryer e tem sido observado que um aumento na
quantidade de polimero nas formulacfes tem resultado um decréscimo na cristalinidade para
todas as composicGes farmaco/ polimero (MITHU et al., 2017).

Pode-se observar que a PIP em seu estado cristalino foi transformada em estado
amorfo pelo processo de secagem por aspersdo tanto com o polimero S100 quanto com o
RS30D. As microparticulas carregadas com PIP, (Figura 21 e 22), apresentaram auséncia dos
picos de cristalinidade, sugerindo amorfizacdo do farmaco durante o processo de

encapsulacdo. Este resultado indica que uma dispersao sélida amorfa foi formada.

Figura 21 — Difratograma do polimero Eudragit® RS30D (EUD RS30D), da piperina pura, da mistura fisica
(MF) e das microparticulas MRS_P0O, MRS_P10 e MRS_P20
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Figura 22 — Difratograma do polimero Eudragit® S100 (EUD S100), da piperina pura, da mistura fisica (MF) e
das microparticulas MS100_P0, MS100 P10 e MS100 P20
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5.1.8 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A técnica é uma ferramenta analitica eficaz para caracterizar as propriedades fisicas
de um polimero, envolve aquecimento da amostra e medida subsequente da temperatura e da
energia associadas a uma série de eventos térmicos, incluindo fusdo, cristalizacdo, transicdo
vitrea e reacdes de decomposicdo (SCHICK, 2009). Esta andlise foi empregada as
microparticulas elaboradas em etanol:dgua (50:50, v/v) a fim de avaliar a possivel
amorfizacdo ou degradacdo do farmaco decorrente do processo de encapsulacao.

A PIP pura exibiu um pico agudo endotérmico em torno de 143 °C, como mostra a
Figura 23. O resultado obtido apresenta-se similar aos encontrados na literatura, 131,66 °C
(SWAPNA et al., 2012), 131,73 °C (ALSHEHRI; HAQ; SHAKEEL, 2018), 135 °C
(ASHOUR et al., 2016), 131,8 °C (DAHIYA et al., 2018), valores que sdo atribuidos para o

pico referente ao processo de fusdo do farmaco.
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Figura 23 — Termograma obtido por DSC para a piperina pura
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Ambos os polimeros apresentaram pico endotérmico em 70 °C, condizente com 0
encontrado por Raffin et al. (2007a) em 69 °C.

O pico referente a decomposicao térmica do RS30D foi de 380 °C (BUNHAK et al.,
2015) e 380,4 °C (KHUATHAN; PONGJANYAKUL, 2014), compativel com o resultado
obtido de 380 °C (Figura 24). A degradacao térmica referente ao polimero S100 ocorreu a 428
°C (Figura 25).



Figura 24 — Termograma obtido por DSC para o polimero Eudragit® RS30D
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Figura 25 — Termograma obtido por DSC para o polimero Eudragit® S100
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As misturas fisicas também apresentaram o pico endotérmico referente ao farmaco,
em torno de 143 °C, embora em menor intensidade. As curvas mostram caracteristicas tanto
do farmaco quanto do polimero (Figura 26 e 27).

As microparticulas sem farmaco apresentaram curvas semelhantes a dos polimeros
utilizados, demonstrando que a metodologia utilizada para obtencdo do produto, o spray-
dryer, ndo altera suas caracteristicas. Nas microparticulas carregadas com PIP, o pico de fusdo
do farmaco néo foi observado, sugerindo possivel amorfizacdo (Figura 26 e 27) (GOMES et
al., 2015b; MADHUSUDHAN et al., 2012).

Figura 26 — Termogramas obtidos por DSC do polimero Eudragit® RS30D (EUD RS30D), da piperina pura, da
mistura fisica (MF) e das microparticulas MRS_P0O, MRS _P10 e MRS_P20
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Figura 27 — Termogramas obtidos por DSC do polimero Eudragit® S100 (EUD S100), da piperina pura, da
mistura fisica (MF) e das microparticulas MS100_P0O, MS100 P10 e MS100_P20
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5.1.9 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas sdo utilizadas para avaliar as propriedades térmicas
dos materiais e sua estabilidade, onde o parametro medido é massa e sua variacdo em funcéo
da temperatura. Os polimeros apresentam um decaimento em sua massa entre 350 °C — 460
°C, resultado de mudangas estruturais, que ocorrem quando sdo submetidos a um tratamento
térmico (FAYAD, 2010).

O RS30D apresentou decaimento em torno de 350 °C, como demostrado por
Ghaffari et al., (2007), onde nenhum evento térmico ocorreu até 300 °C e sendo o primeiro
evento com taxa maxima em 354 °C; e por Bunhak et al., (2015), com principal etapa de
degradacéo térmica entre 327 °C a 440 °C.

Em relacdo a curva de S100 pode-se afirmar que o polimero apresentou um evento
de perda de massa entre 350 °C e 450 °C, com perda maxima de massa préxima a temperatura
de 400 °C.

A curva termogravimétrica da PIP (Figuras 28 e 29) apresenta um processo de
decomposicdo térmica em torno de 260 °C, que se encontra entre os valores de 250 °C
(DAHIYA et al., 2018) e 297 °C (ALSHEHRI; HAQ; SHAKEEL, 2018).
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As misturas fisicas apresentaram dois eventos, além da perda de &gua, um entre 230

°C — 300 °C referente a fusdo do farmaco e outro entre 350 — 460 °C, referente a fusdo do

polimero (Figuras 28 e 29).

Figura 28 — Curvas termogravimétricas da piperina pura, do polimero Eudragit® RS30D e da mistura fisica
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Figura 29 — Curvas termogravimétricas da piperina pura, do polimero Eudragit® S100 e da mistura fisica EUD
S100:piperina (MF)
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A producdo das microparticulas pelo processo de secagem por aspersdo nao
interferiu na estabilidade térmica do farmaco, visto que as microparticulas apresentaram o Am
referente a perda de agua, um decaimento entre 230 °C a 300 °C, que condiz com a fusdo do
farmaco e outro decaimento, entre 350 °C — 460 °C referente a fusdo do polimero que pode
ser observado nas Figuras 30 e 31.

As microparticulas sem farmaco apresentaram apenas um decaimento, entre 350 °C —
460 °C, além da perda de agua, condizente com o valor encontrado para a fusdo dos polimeros
(Figuras 30 e 31).



Figura 30 — Curvas termogravimétricas das microparticulas MRS_PO, MRS_P5, MRS _P10 e MRS_P20
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Figura 31 — Curvas termogravimétricas das microparticulas MS100_P0O, MS100_P5, MS100 P10 e MS100_P20
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Os termogramas mostram uma primeira variacdo de massa até 100 °C, referente a

perda de adgua; uma segunda variacdo indicativa do decaimento do farmaco; e uma terceira
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variacdo relativa ao decaimento do polimero, sugerindo a estabilidade dos produtos da
formulacdo apds processo de obtencéo.
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6 CONCLUSAO

As microparticulas poliméricas contendo PIP obtidas apresentaram morfologia,
tamanho, teor de farmaco, rendimento e umidade adequados.

O método analitico de cromatografia liquida de ultra eficiéncia demonstrou ser um
método simples, especifico, linear, preciso, exato e robusto, com picos bem definidos e de boa
resolucdo, representando uma boa alternativa na rotina laboratorial para analise do farmaco.

Com o espectro FTIR pode-se concluir que a formagéo das microparticulas nao alterou
quimicamente as estruturas dos componentes iniciais € 0 processo de obtencdo das
microparticulas promoveu a amorfizacdo do farmaco, fato comprovado pelos estudos de FEG-
SEM, DRX, DSC e TG.

A microparticula MRS _P10 apresentou melhores resultados quando avaliada a
eficiéncia de encapsulagdo do farmaco.

Assim podemos concluir que as microparticulas poliméricas contendo piperina foram
obtidas com éxito para a liberacdo modificada do farmaco, sugerindo sua utilizacdo no

tratamento da obesidade com possivel reducédo dos efeitos colaterais.
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