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RESUMO

A piperina € um alcaloide encontrado nos frutos de diversas espécies do género Piper, e
seu potencial anti-inflamatorio tem sido amplamente explorado pela medicina tradicional.
Entretanto, suas aplicacfes terapéuticas ainda necessitam serem melhor exploradas devido a
sua baixa solubilidade em agua. Neste sentido, o foco deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
da nanoencapsulacdo deste composto bem como sua incorporagdo em biomembranas
sintetizadas a partir de polimeros de origem natural, em ordem a contornar a limitacéo de uso
devido sua hidrofobicidade, e assim, testar sua acdo anti-inflamatdria contra um modelo de
edema de orelha utilizando camundongos albinos Swiss. Para a sintese das nanoparticulas, a
técnica de nanoprecipitacdo foi empregada, obtendo-se nanoparticulas esféricas com diametro
médio de 122,1 + 2,0 nm, distribuicdo estreita de tamanho (indice de polidispersividade 0,266
+ 0,044) e eficiéncia de encapsulacao de 76,2 + 0,102%, as quais permaneceram estaveis por
até 60 dias apos seu preparo. Entre as diferentes membranas sintetizadas, foi escolhida aquela
que demonstrou possuir boa resisténcia e maleabilidade e que apresentou taxa de
permeabilidade ao vapor d’agua e porcentagem de intumescimento favoraveis a liberacao
controlada da piperina. Atraves dos ensaios de liberacdo in vitro, verificou-se que tanto o
filme sintetizado com a piperina (Fpip) quanto o filme sintetizado com as nanoparticulas
(Fnppi) apresentaram modelo de cinética ndo Fickiano. A respeito da permeagdo, uma taxa de
passagem lenta foi observada até as 14 horas iniciais, quando um aumento exponencial na
concentracdo da droga recuperada comecou a ocorrer. Isto é uma caracteristica
farmacocinética positiva quando pensamos na aplicacao local de um anti-inflamatério, desde
que sua taxa de penetracdo nas camadas da pele é bastante lenta, evitando assim uma acao
sistémica. O ensaio in vivo mostrou uma reducdo na inflamagdo de cerca de 43,6%, e
nenhuma citotoxicidade contra fibroblastos foi observada.

Palavras-chave: Eudragit® S100; &cido hialurdnico; nanoprecipitacio; Piperaceae;

membranas poliméricas; alginato de sddio.



ABSTRACT

Piperine is an alkaloid mostly found in the fruits of several species of the Piper genus,
and its anti-inflammatory potential has already been widely explored by traditional medicine.
However, its therapeutic applications still need to be better explored due to the low aqueous
solubility of this active. In this sense, the aim of this work was to evaluate the efficiency of
the nanoencapsulation of the compound as well as its incorporation into biomembranes
synthesized from natural polymers, in order to circumvent the Ilimitation of its
hydrophobicity, and thus, test its anti-inflammatory action against an ear edema model using
male Swiss albino mice. For the synthesis of the nanoparticles, the nanoprecipitation
technique was used, obtaining spherical nanosized particles with an average diameter of
122.1 + 2.0 nm, narrow size distribution (polydispersity index 0.266 + 0.044) and
encapsulation efficiency of 76.2 £ 0.102%, which remained stable for at least 60 days.
Among the different synthesized films, the one with good strength and malleability was
chosen, whose water vapor permeability rate and swelling percentage favored the controlled
release of piperine. Regarding permeation, a slow passage rate was observed until the initial
14 hours, when an exponential increase in the recovered drug concentration began to occur.
This is a positive pharmacokinetic characteristic when we think about a local anti-
inflammatory application of the active, since its penetration rate in the skin layers is quite
slow, avoiding systemic action. The in vivo assay showed a reduction in inflammation up to
43.6%, and no cytotoxicity against fibroblasts was observed.

Keywords: Eudragit® S100; hyaluronic acid; nanoprecipitation; Piperaceae; polymeric

membranes; sodium alginate.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e, por fazer interface diretamente com o meio
externo, é susceptivel a sofrer danos e lesdes, 0 que pode levar a invasdo por agentes
patogénicos, ocasionando diversas desordens imunoldgicas. O processo inflamatério cutaneo
é produzido e mantido pela liberacdo de varios mediadores pro-inflamatorios, incluindo
prostanoides, aminas vasoativas, citocinas, 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio
(ERQS), entre outros (BUCKLE; HEDGECOCK, 1997). A interacdo complexa entre essas
substancias e as diferentes células do tecido cutdneo resulta em uma seérie de eventos
celulares e microvasculares, como vasoconstri¢cdo seguida de vasodilacdo, aumento do fluxo
sanguineo, ampliacdo da permeabilidade vascular, estase sanguinea e migracdo e
recrutamento de leucdcitos para o local afetado, levando ao aparecimento de quatro sinais
clinicos caracteristicos: dor, calor, rubor e edema (RANG et al., 2016). O contato destas
substancias com seus receptores especificos sinaliza para a producéo e liberacdo de segundos
mensageiros, 0s quais sdo responsaveis por ativar proteinas quinases (BHAGWAT et al.,
1999). A proteina quinase C, uma vez ativada, promove a fosforilacdo e subsequente
degradacdo das proteinas inibitorios kappa B (IkB), habilitando a translocacdo do fator
nuclear-kappa B (NF-xB) para o nucleo e subsequente transcricdo génica de fatores pro-
inflamatdrias, tais como as enzimas ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e Oxido nitrico sintase,
citocinas (IL-1p, IL-6, TNFa), quimiocinas e moléculas de adesdo, as quais modulam,
mantém e amplificam o processo inflamatério (BARNES; KARIN, 1997). Essa cadeia de
eventos inicia-se como objetivo de erradicar o agente agressor, promover O reparo e
restabelecer a homeostase cutdnea e, adjacente a ela, sdo gerados mecanismos para sua
regulacdo e inibi¢do. Porém, por motivos diversos, pode haver uma falha nestes mecanismos,
desencadeando o surgimento de doencas inflamatérias e cronicas, tais como a dermatite
atdpica e a psoriase (WEINDINGER et al., 2018).

A dermatite atopica esta relacionada a um estado de reatividade cutanea hiperativada
por estimulos indcuos em individuos normais (LEUNG et al., 2004). Em aproximadamente
80% dos casos a doenca inicia-se antes dos 5 anos de idade, podendo persistir até a fase
adulta, sendo caracterizada por xerose, prurido, intenso, eczemas, altos niveis de IgE e
eosinofilia (GUTTMAN-YASSKY et al., 2007).

A psoriase é outra doenca inflamatéria cutdnea e apresenta grande prevaléncia,
afetando aproximadamente 3% da populagdo mundial. E caracterizada por hiperproliferacio
dos queratinocitos e formacdo de um foco inflamatério e sua patogénese estd associada a

integracdo de infiltrados de leucdcitos, quimiocinas, células residentes, diversas citocinas
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pro-inflamatorias, fatores de crescimento e eicosanoides presentes no tecido cutaneo, e em
quadros mais graves, pode levar ao desenvolvimento de artrite psoriatica (NICKOLOFF;
NESTLE, 2004; KRUEGER; BAWCOCK, 2005).

Estas doencas dermatoldgicas sdo caracterizadas por alteracdes cutaneas que resultam
em um aspecto desagradavel a pele, afetando significativamente a qualidade de vida dos
pacientes por envolverem componentes emocionais, 0s quais promovem recidivas ou
exacerbacdo das lesdes (RUSSEL-JONES et al., 2005). Os anti-inflamatdrios corticosteroides
sdo geralmente empregados para reduzir a dor e inflamacéo resultantes destas lesdes, e sdo
usualmente administrados pelas vias oral ou parenteral, contudo, seu uso crénico pode levar a
efeitos gastrointestinais bastante severos, incluindo nauseas, dor abdominal e ulceracdo
gastrica, além de interferirem com o efeito de outros terapéuticos, tais como barbitdricos,
antiacidos, hipoglicemiantes, contraceptivos, anti-hipertensivos, anti-inflamatorios néo
esteroidais, entre outros (ANTI et al., 2008).

Com vistas a tentar evitar a ocorréncia destes efeitos adversos, bem como propor a
aplicacdo de substancias diferentes ao que se tem atualmente disponivel no mercado, uma
opcdo valida é o emprego de anti-inflamatérios de origem natural. A piperina é um alcaloide
isolado de espécies vegetais do género Piper, sendo bastante abundante nos frutos secos de
Piper nigrum e Piper longum [Piperaceae] (RIBEIRO et al., 2004). No campo farmacéutico,
a piperina é descrita por possuir diversas atividades bioldgicas, sendo as mais recorrentes a
atividade anipirética (PARMAR et al., 1997), antifingica (NAVICKIENE et al., 2000),
antioxidante (MITTAL; GUPTA, 2000; VIJAYAKUMAR et al., 2004; SAMYKUTTY et al.,
2013) , antimutagénica (SELVENDIRAN et al., 2005; WONGPA et al., 2007), antitumoral
(SUNILA; KUTTAN, 2004; MANOHARAN et al., 2009; RATHER; BHAGAT, 2018) e
principalmente anti-inflamatdria (Tabela 01).

Tabela 01. Referéncias do potencial anti-inflamatorio apresentado pela piperina.

Modelo Acéo Referéncia
Reduziu a expresséo dos genes de IL-1p, TNF-a, IL-6, GM-CSF
Células de melanoma ) . . i PRADEEP &
(fator estimulador de col6nias de granulécitos e macréfagos), IL-
B16F-10 KUTAN (2004)
12p40
Inibiu a expressao de IL-6, MMP-13 e a producdo de PGE2;
_ o _ o ] BANG et al.
Aurtrite inibiu a migragdo de proteina ativadora AP-1 para o nlcleo em (2009)

resposta a IL-1p

Pancreatite aguda Reduziu o dano histolégico e reduziu a atividade da BAE et al. (2011)
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mieloperoxidase no pancreas; reduziu a producéo de fator de
necrose tumoral (TNFa), interleucina (IL)-1p e IL-6; inibiu

proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs)

Inibiu a inflamag&o induzida por cristais de urato monossédicos;

) SABINA et al.
Aurtrite gotosa reduziu a contagem de TNFa; diminuiu a a¢do de enzimas (2011)
lisossdbmicas
Administracdo oral significantemente reduziu os niveis de

) ) ) . UMAR et al.

Aurtrite mediadores inflamatorios (IL-18, TNF-a, and PGE2) e aumentou (2013)
o nivel de IL-10
Reduziu a infiltracéo de células pro-inflamatérias (IL-1 B) e agdo

. . . ) . DONG et al.

Periodontite de metaloproteinases de matriz (MMP-8 e MMP-13) em tecidos (2015)
moles

Inibiu maltiplos fatores inflamatdrios
Degeneracéo de disco (IL-1pB, TNF-a, IL-6, INOS); MMP-3 e MMP-13;
intervertebral proteinas desintegrina e metaloproteinase com motivos de
trombospondina (ADAMTS-4 e 5)

LI et al. (2015)

Diminuiu a contagem de leucocitos; reduziu a liberagdo de TNF-
EL-GHAZALY et

Edema de pata o, prostaglandina E2 (PGE2), substancias reativas ao acido I 2016)
al.
tiobarbitdrico (TBARS) e nitrato/nitrito total (NOx)
Reduziu a expressdo de TNF-a, IL-1B e IL-6; aumentou a
. 3 o o ZHAIl et al.
Endometrite expressdo de IL-10; inibiu a fosforilagéo de I1-xBa, p65, p38, (2016)
ERK, and JNK de forma dose-dependente
Inflamacé&o de Limitou a elevacdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-1 3, IL-6 e ELKADY &
pulméo TNFa) no soro de ratos pré-irradiados com radiagdo y TAWFIK (2018)

Diminuiu a contagem de leucdcitos; reduziu a liberagdo de TNF-  OLIVEIRA et al.

Edema de pata
aell-1B (2018)

Outra propriedade interessante do ponto de vista da aplicabilidade desta molécula, diz
respeito ao potencial de aumentar a biodisponibilidade de outros farmacos, incluindo
antibidticos, antivirais, tuberculostaticos, drogas utilizadas para o tratamento de problemas
cardiacos e do sistema nervoso central, além dos AINEs (ATAL; BEDI, 2010). Isto pode
ocorrer pela promocao de uma rapida absor¢éo através das interac6es polares/apolares da sua
molécula anfifilica, ou ainda, através da inibicdo de enzimas do sistema citocromo p450
(CYP450) e da yp-glutamiltranspeptidase (JOHRI et al., 1992), envolvidas na
biotransformagdo destes compostos (OLIVEIRA et al., 2014). Apesar destes atrativos, o
emprego da piperina enfrenta desafios, devido principalmente as suas caracteristicas fisico-
quimicas, como baixa solubilidade aquosa, resultando inclusive em restricOes

farmacocinéticas, tais como reduzida absorcdo por via oral, metabolismo hepatico extenso e
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rapida excrecdo. O encapsulamento da piperina em nanoparticulas polimeéricas é uma
estratégia tecnologica muito interessante do ponto de vista de se contornar estas limitacdes,
possibilitando que sejam alcancados sitios especificos de acdo a partir de uma liberacdo
sustentada do principio ativo, além de solucionar eventuais problemas de solubilidade do
mesmao.

As nanoparticulas poliméricas (NPs) sdo sistemas rigidos e que apresentam diametro
inferior a 1 um, podendo apresentar baixa ou rapida velocidade de bioeroséo, dependendo das
caracteristicas dos materiais que as compdem (CASTRO et al., 2020). Dividem-se em dois
grupos: i) nanocapsulas, as quais sdo constituidas por um involucro polimérico com o
farmaco encerrado em seu interior ou aderido na estrutura molecular deste revestimento; ii)
nanoesferas, as quais sdo formadas por uma matriz polimérica macica com o farmaco aderido

na sua superficie ou disperso pela nanoparticula (Figura 01) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 01. Representacdo esquematica das nanoparticulas poliméricas: (A) Farmaco
dissolvido no ndcleo lipofilico da nanocapsula; (B) Farmaco retido na membrana polimérica
externa; (C) Farmaco retido na superficie da matriz polimérica; (D) Farmaco distribuido

uniformemente pela matriz polimérica.

Nucleo Farmaco Pereds TP abmadca Farmaco Matriz F'olifnérica
O QO e O
% o T o~ 0 B~ 8% o
O o] o o °
) C% O
o % Y o o0
A B C D

Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK et al. (2003).

As NPs podem ser obtidas por diversos métodos de preparo tais como polimerizacao in
situ, emulsificacdo, salting out e nanoprecipitacdo (REIS et al., 2006). Uma outra técnica
muito utilizada quando se empregam polimeros ionizaveis é a geleificacdo ionotropica, que
consiste na adi¢do de um agente reticulante ao polimero disperso em &gua, organizando as
cadeias poliméricas que encapsulardo o farmaco dissolvido ou disperso no sistema (CALVO
et al., 1997). Dentre os principais polimeros utilizados para a obtencdo de nanoparticulas
estdo o oxido de polietileno (PEO), 6xido de polipropileno (PPO), acido polilatico (PLA),
policaprolactona (PCL), e poli L-acido lactico-co-acido glicolico [PLGA] (CALVO et al.,

1997), porém, os mondmeros &cidos liberados por essas matrizes podem prejudicar a acéo
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dos compostos encapsulados (KUMAR; SARKAR, 2018). Para minimizar este tipo de
inconveniente outras substancias ja foram utilizadas para revestimento e formacgdo de NPs,
tais como alcool polivinilico (PVA) e poliesteres, ou ainda, biopolimeros como a pectina,
alginato e quitosana, 0s quais apresentam a vantagem de serem bastante estaveis,
biocompativeis e biodegradaveis (L1U et al., 2010; PATIL et al., 2004; WANG et al., 2006).
Uma outra possibilidade é o emprego de copolimeros derivados do acido metacrilico e
metilmetacrilico que compde sistemas pH dependentes, destacando-se 0 Eudragit® R100 e o
Eudragit® S100 (Figura 02). Segundo EL-KAMEL et al. (2001), em pH é&cido,
microparticulas preparadas com Eudragit® S100 possuem baixa permeabilidade devido a
interacdes de hidrogénio entre as hidroxilas dos grupos carboxilicos e o oxigénio da carbonila

dos grupamentos éster, minimizando a liberag&o do principio ativo neste meio.

Figura 02. Estrutura molecular do Eudragit® S100. A proporc¢do dos grupos carboxilicos

(RCOQOH) para os grupos ésteres (RCOOR’) ¢ de aproximadamente 1:2.

LABOURET et al. (1995) relataram a preparacéo de nanoesferas de Eudragit S®100 e
Eudragit® R100 através de nanoprecipitacdo, com uma concentracio polimérica entre 20-
30%, avaliando a possivel aplicacdo desses sistemas como materiais de revestimento. No
estudo, foram realizadas a preparacdo e caracterizacdo das dispersdes coloidais, resultando
em particulas com tamanhos entre 40 e 130 nm. Em relacdo a estabilidade, ambas se
apresentaram estaveis tanto a 4 °C quanto a 35 °C durante 6 meses, e a formulacdo preparada
com Eudragit® S100 permaneceu estavel durante 2 anos.

De forma a viabilizar a administracdo tépica destas NPs, a utilizacdo de filmes com
propriedades bioadesivas constituidos por biopolimeros pode ser interessante, pois estes
sistemas permitem um maior tempo de retenc¢do local da substancia ativa. O desenvolvimento
de filmes para liberacdo cutanea de farmacos tem sido bastante incentivado devido ao seu
baixo custo, a sua facilidade de processamento e propriedades fisico-quimicas ajustaveis
atraves da sintese (KABANOV et al., 2002; TORCHILIN, 2001). A combinacdo entre
polimeros naturais, seja na forma de complexos e coacervados polieletroliticos, ou de blendas

resultantes da mistura fisica de dois materiais distintos, tem grande importancia na area de
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biomateriais e possibilita muitas aplicacdes, uma vez que, por meio destas abordagens, torna-
se possivel a obtencdo de dispositivos com propriedades bioldgicas, mecanicas e fisico-
quimicas melhoradas relativamente aos polimeros isolados (SIONKOWSKA, 2011). Em
trabalho recente, ABOU-OKEIL et al. (2018) demonstraram a eficacia de filmes constituidos
por uma blenda de acido hialurénico e alginato de sddio na recomposicdo da homeostase do
tecido dérmico de ratos excisados dorsalmente, bem como comprovaram a atividade
antibacteriana de nanoparticulas de prata incorporadas nestas formulacdes.

O alginato (Figura 03) é um carboidrato coloidal hidrofilico extraido com &lcali diluido
de varias espécies de algas Phaeophyceae, sendo constituido por subunidades monomeéricas
de acido B-D-manurdnico (M) e éacido a-L-gulurénico (G) interligados por ligacGes
glicosidicas [1—4] (SKJK-BRAEK et al., 1986). Estes mondmeros podem ser organizados
em blocos de residuos G consecutivos (blocos G-G), residuos M consecutivos (blocos M-M)
ou residuos alternados de M e G (blocos M-G). E destacavel o seu potencial como
componente estrutural de filmes e coberturas devido as suas propriedades coloidais Unicas,
dentre elas compactacdo e estabilizacdo da emulsdo, além de serem termoestaveis e
detentores da capacidade de funcionar como suporte para substancias ativas a partir do
processo de reticulacdo na presenca de cations bivalentes (SIMPSON et al., 2004). Suas
propriedades materiais, versatilidade e biocompatibilidade, boa biodegradacdo e baixa
toxicidade, levaram a ampla utilizacdo do alginato para aplicagdes médicas, incluindo
curativos, sistemas de liberacdo controlada de farmacos e, mais recentemente, para terapia
regenerativa de queimaduras e feridas de dificil cicatrizacdo (TONNESEN; KARLSEN,
2002).

Figura 03. Estrutura molecular do alginato.

O éacido hialurdnico (Figura 04), um polissacarideo linear de ocorréncia natural,
composto de 2.000-25.000 unidades dissacaridicas de acido D-glicurdnico (GICUA) e N-
acetilglicosamina (GIcNACc) unidas alternadamente por ligaces glicosidicas p (1—3) e B
[1—4] (GARG; HALES, 2004), apresenta propriedades higroscopica, reoldgica e

viscoelastica, influenciando o macro e microambiente por meio de suas interacfes com as
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células e outros componentes da matriz extracelular como o colageno e a fibrina,
desempenhando um papel fundamental na angiogénese e na manutencdo da integridade
tecidual, facilitando a adeséo e diferenciacdo de células durante processos inflamatorios e
reparos de feridas (CHEN; ABATANGELO, 1999; SLEVIN et al., 2007). Quando é
incorporado a uma solucdo aquosa neutra ocorrem interagdes de hidrogénio entre 0s grupos
carboxila e N-acetil e as moléculas de agua, conferindo ao polimero capacidade de retencao
hidrica e dureza conformacional, limitando sua flexibilidade (CHONG et al., 2005). Na area
dos biomateriais, o acido hialurénico tem sido aplicado em diversos campos da medicina,
como em neurocirurgia, recobrimento de ferimentos e desenvolvimento de cosméticos
(PRICE et al., 2007).

Figura 04. Estrutura molecular do &cido hialurdnico.
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Tendo em vista 0 exposto acerca da versatilidade dos biomateriais e sua aplicabilidade
em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, o presente trabalho teve como objetivo, a
obtencéo e caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas contendo um ativo de origem natural
(piperina), as quais foram incorporadas em filmes bioadesivos para aplicacdo topica no
tratamento de afeccdes inflamatdrias cutaneas, com vistas a producdo de uma formulacao

prototipo para uso comercial.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Piperina
Piperaceae é umas das maiores familias de Angiospermas com cerca de 3.615 espécies
distribuidas ao redor de todo o planeta. Suas espécies, distribuidas dentro de cerca de 19
géneros, sdo importantes elementos da composi¢cdo do sub-bosque de florestas tropicais
(JARAMILLO; MANOS, 2001), sendo facilmente reconhecidos por apresentarem folhas
simples, flores diminutas, aclamideas reunidas em inflorescéncias do tipo espiga, ovario
supero com um 6vulo e fruto do tipo drupa (YUNCKER, 1972).
O género Piper ¢ o maior da familia Piperaceae, reunindo atualmente cerca de 2.000

espécies, 289 delas encontradas em territorio brasileiro, das quais 178 sdo endémicas
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(OLIVEIRA et al., 2020). Estudos filogenéticos sugerem que esse género é monofilético,
dando suporte para 3 clados principais, incluindo espécies da Asia, do Neotropico e do
Pacifico Sul (JARAMILLO; MANOS, 2001). O principal caractere utilizado para distinguir
Piper dos demais géneros da familia é seu habito arbdreo-arbustivo (SOUZA; LORENZI,
2012; SCHUBERT et al., 2012), sendo que a morfologia das folhas, das nervuras e das
bracteas florais sdo os caracteres morfologicos tradicionalmente empregados para
circunscrever suas espécies (SILVA et al., 2015).

Economicamente as espécies de Piper sdo importantes pela exploragcdo da pimenta
como condimento nos mercados no mundo todo. Além disso, sdo hd muito tempo utilizadas
no sistema de medicina indiano (Ayurvédica), na medicina popular da América Latina e nas
indias Orientais (PARMAR et al., 1997). Os constituintes quimicos mais comuns sio
alcaloides e amidas, em especial a isobutilamida, piperidina, pirrolidina e a piperina
(SENGUPTA; RAY, 1987).

A piperina (Figura 05) € o principal metabdlito secundario isolado de P. nigrum,
estando presente em concentragbes que chegam a 90 g/Kg do fruto seco (THIEL, 2014). E
caracterizada como uma substancia cristalina de coloragédo amarela, com ponto de fuséo entre
127-135 °C, massa molecular de 285,3377 g.mol™, fraca solubilidade em agua (0,04 mg.mL™*
a 18 °C), boa solubilidade em etanol (60 mg.mL™), log P = 2,25 (WU et al., 2012), p (23 °C)
=1,39 g.mL?, e pKa (18 °C) = 12,22 [cati6nico em pH baixo] (ELNAGGAR et al., 2015).

Figura 05. Estrutura molecular da piperina.
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A molécula apresenta varias propriedades farmacoldgicas, com destaque para estudos
que atestam sua efetividade antipirética, analgésica e, sobretudo, anti-inflamatéria (GUPTA
et al., 2000; BUKHARI et al., 2013; YING et al., 2013; TASLEEM et al., 2014). Também héa
referéncias quanto ao seu potencial antidepressivo (LEE et al., 2005; LI et al., 2007),
imunomodulador, antitumoral e antimetastasico (DARSHAN; DORESWANY, 2004,
SUNILA; KUTTAN, 2004; PRADEEP; KUTTAN, 2000), antimicrobiano (YANG et al.,
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2002), hepatoprotetor e antiulceroso (DESAI et al., 2008; BAI; XU, 2000) e antioxidante
(SELVENDIRAM et al., 2004; SELVENDIRAM et al., 2005). Na literatura também é
reportado 0 aumento da biodisponibilidade de diversos farmacos co-administrados com a
piperina, e.g. propranolol, esparteina, fenitoina, nimesulida, nevirapina, pirazinamida,
teofilina, etc. (BANO et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2014; MEGHWAL et al., 2021), e
também de outros bioativos, como por exemplo, a curcumina (BASPINAR et al., 2018). Este
efeito acarreta em maior absor¢do do farmaco, elevando sua concentragdo plasmaética devido
a interferéncia no metabolismo de primeira passagem e inibicdo da glicoproteina P (Gp-P) e
também da atividade constitutiva do citocromo P450 [CYP 450] (BADMAEV et al., 2000;
BHARDWAJ et al., 2002, OLIVEIRA et al., 2014).

2.2. Nanoprecipitagdo

A nanoprecipitacdo (Figura 06), ou deslocamento de solvente, é um método de
preparacdo de nanoparticulas poliméricas desenvolvido por FESSI et al. (1989), sendo
bastante atrativo do ponto de vista comercial por sua simplicidade e baixo custo. Seu
principio é a formacdo de particulas a partir da deposi¢do interfacial do polimero ap6s o
deslocamento do solvente da fase orgénica (etanol, metanol, acetona, acetato de etila, etc.)
para fase aquosa de uma solucdo lipofilica mantida sob agitacdo constante, desde que o par
solvente/anti-solvente seja total ou parcialmente miscivel (BECK-BROICHSITTER et al.,
2010; RAO; GECKELER, 2011). Apo6s a mistura das fases, ha a diminuicdo da tensdo
superficial entre elas, aumentando a area superficial, levando entdo a formacdo de
nanoesferas instantaneamente, em um processo denominado de Efeito Marangoni (MORA-
HUERTAS et al., 2011). Brevemente, particulas com tamanho de micro a nanométrico séo
formadas devido a diferenca de tensdo superficial existente entre o solvente orgénico (baixa
tensdo) e o anti-solvente (a 4gua, com alta tenséo). Esse gradiente gera uma turbuléncia entre
as fases, interferindo no mecanismo de equilibrio do sistema, resultando num decréscimo da
energia livre de Gibbs. A ocorréncia de perturbacdes na interface do sistema resulta em
padrdes de circulacdo e movimentos que geram uma convecgao, promovendo 0 aumento da
transferéncia de massa entre as duas fases. A mistura entre as fases organica e aquosa conduz
a quebra das gotas da primeira em gotas cada vez menores, culminando com a formacdo de
gotas com tamanho nanomeétrico. Assim, o fluxo do solvente a partir de regifes de baixa
tensdo superficial leva a agregacdo do polimero na superficie organica, levando a formacéo
das nanoparticulas (FESSI et al., 1989; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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As particulas podem ser obtidas atraves de diferentes formas de adi¢do da fase organica
na fase aquosa do sistema, com ou sem a presenca de um agente tensoativo nessa Gltima: i)
adicdo total; ii) em aliquotas; iii) com taxa controlada; iv) gota-a-gota (NAGAVARMA et al.,
2012; ALI; LAMPRECHT, 2013). Apos finalizada a adi¢cdo do volume pré-determinado de
fase organica, é realizada a remocao do solvente por técnicas de didlise ou evaporacéo (LEE;
FEIJEN, 2012).

Figura 06. llustracdo esquematica do método de nanoprecipitacao.

e

! é\f@ ) “« % [ Solucdao orgénica\
t,lw" 5 . Polimero + Farmaco

| Evaporagio |
| do Solvente | ammr—

Solucao Aquosa
Agua + Surfactante (Opcional)

Fonte: ZIELINSKA et al. (2020).

Dentre os parametros que podem influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas e na
morfologia e tamanho das nanoparticulas obtidas através da técnica, pode-se citar a
composi¢cdo molecular, massa molar e concentracdo dos polimeros (BILATI et al., 2005;
LEGRAND et al., 2007; CHOURASIYA et al., 2016), formas de adicdo da fase organica
(MORA-HUERTAS et al., 2011), natureza e quantidade dos solventes utilizados
(MOLPECERES et al., 1996; PELTONEN et al., 2004), temperatura da fase aquosa
(GOVENDER et al., 1999), velocidade de agitacdo do meio e solubilidade do ativo na fase
organica (SOUTO et al., 2012).

3. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivo central a producdo de filmes bioadesivos

obtidos a partir de uma blenda polimérica de alginato de sodio/acido hialurénico (Fas/an)
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para administracdo topica de piperina nanoencapsulada. Para tal, foram propostos 0s
seguintes objetivos secundarios:
e Promover o nanoencapsulamento da piperina (NPPi) utilizando Eudragit® S100
como agente encapsulante, empregando-se a técnica de nanoprecipitagao;
e Caracterizar as NPPi quanto ao tamanho, potencial zeta, morfologia, estabilidade
fisica e eficiéncia de encapsulacéo;
e Desenvolver os Fasian pela técnica de evaporacdo do solvente (casting);
e Determinar as propriedades mecénicas, perfil de intumescimento e andlise de
permeabilidade ao vapor d’agua nos Fas/an;
e Incorporar as NPPi nos Fas/an € estudar sua viabilidade como sistema de liberacdo
controlada;
e Realizar ensaios de liberacdo, permeacdo e retengéo in vitro;

e Realizar ensaios bioldgicos de citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1.  Preparo das nanoparticulas (NPs)

As nanoparticulas de piperina foram preparadas de acordo com o método de
nanoprecipitacdo, com breves modificacdes (FESSI et al., 1989; MOORTHI et al., 2012,
REN et al., 2019). A fase organica foi preparada dissolvendo-se a piperina (97% pureza,
Sigma-Aldrich) e o Eudragit® S100 (Evonik) em etanol (EtOH) a 2,5 mg.mL™ e 12,5 mg.mL"
! respectivamente (concentracéo final de piperina = 2,5 mg/mL). As solucdes foram deixadas
em banho ultrassénico durante 1 hora, sendo posteriormente filtradas em membrana de 45
um (Millipore®). A fase aquosa consistiu de dgua e poloxamer 188 (Pluronic® F-68, Sigma-
Aldrich) a 5 mg.mL™ (MILADI et al., 2016). Um volume de 4 mL de fase organica (FO) foi
adicionado gota-a-gota (0,3 mL.min™) com o auxilio de seringa em 10 mL da fase aquosa
(FA), mantendo-se a solucdo sob constante agitacdo (1000 rpm). O processo manteve-se
overnight, de modo a permitir a evaporacao do solvente organico residual. O volume final da
solucédo foi ajustado com agua ultrapura em proveta de 10 mL. As nanoparticulas placebo
foram preparadas da mesma forma, porém, sem a adi¢do do farmaco.

Para fins comparativos em relacdo as caracteristicas fisicas e de incorporacdo do
farmaco, um grupo de amostras foi submetido a sonicacdo em processador liquido
ultrassdnico QSonica Q700 (QSonica Sonicators, USA), aplicando-se energia de 4 W durante

45 minutos, utilizando-se probe de titanio de 1/2” (Figura 07).
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Figura 07. Processador liquido ultrassdnico QSonica Q700. (A) Amostra em banho de gelo
(v =20 mL). (B) Probe de 1/2" (12,7 mm) equipada com tip de titanio. (C) Equipamento
ajustado com 4 W de forca durante t = 45 minutos.

4.2.  Caracterizacdo das NPs

4.2.1. Anélise do tamanho e do indice de polidispersdo (PDI) das NPs

O didmetro médio e o PDI das NPs foram determinados atraves da técnica de
espalhamento de luz dinamico (Dynamic Light Scattering, DLS), utilizando-se o equipamento
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Panalytical Instruments, UK) equipado com laser de 4,0 mV de
He-Ne (A = 633 nm), aplicando angulo de deteccdo de 175° a cubetas capilares do tipo
DTS1070. As medidas foram feitas em triplicata a 25 °C, com 10 determinacgdes de tamanho
para cada amostra diluida a 1:5 (v/v) em agua ultrapura. O software do equipamento mede a
difusdo das nanoparticulas que se movem aleatoriamente através de movimento browniano
no fluido em que estdo dispersas, convertendo esse dado em distribuicdo de tamanhos,
utilizando-se da relagéo de Stokes-Einstein, observada na Equagédo 01 (PECORA, 2000).

Dh=—T_ (Equacdo 01)
3znD

Onde: Dh = didmetro hidrodindmico; K = constante de Boltzman; T = temperatura
absoluta; » = viscosidade do meio de dispersdo; D = coeficiente de difusdo.

A polidispersdo é um fator que determina a homogeneidade da dispersdo e tratando-se
de nanoparticulas contendo polimeros naturais, considera-se que valores menores que 0,5 sao
indicativos de dispersdes relativamente homogéneas (AVADI et al., 2010).

4.2.2. Andlise do potencial zeta das NPs

O potencial zeta das dispersdes de NPs foi determinado pela técnica de mobilidade
eletroforética, por meio da equacdo de Smoluchowski (Equacdo 02), empregando-se
analisador de particulas Zetasizer Nano-ZS, sob angulo de 175° (25 °C). Todas as medidas

foram conduzidas em triplicata.
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¢=*1  (Equacéo 02)
&

Onde: ¢ = potencial zeta, x = mobilidade eletroforética, » = viscosidade do meio de
dispersdo e ¢ = constante dielétrica.

Além de providenciar informacao acerca da carga superficial das NPs, o potencial zeta
indica se as amostras tem uma boa estabilidade coloidal, sendo que NPs com potencial zeta
acima de +30 mV ou abaixo de -30 mV s&o usualmente consideradas como estaveis (SILVA
etal., 2011).

4.2.3. Anélise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A andlise de rastreamento das nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA) é
uma técnica baseada na dispersdo de luz ocasionada pelas particulas em suspensdo e que
atraveés de uma camera SCMQOS, monitora individualmente e em tempo real 0 movimento
browniano de cada nanoparticula presente na dispersdo, possibilitando caracteriza-las quanto
a distribuicdo de tamanho e concentracdo. O experimento foi realizado a 22,5 °C, utilizando-
se equipamento NanoSight NS300 (Malvern, UK) em seu script padrdo (SOP Standard
Measurement), equipado com laser verde (A = 532 nm) e software NTA Build 3.4.003. As
amostras foram diluidas em &gua ultrapura na razdo 1:100000 (v/v).

4.2.4. Termogravimetria e analise térmica diferencial simultanea (TG-DTA)
Para as analises, cerca de 10 mg das amostras de NPs, previamente liofilizadas, foram
pesadas e transferidas para cadinhos de alumina (Al.O3). As curvas TG-DTA foram obtidas
num sistema de analise térmica modelo TG/DSC 1 (Mettler Toledo, USA), utilizando
atmosfera dinamica de ar seco como gas de purga com vazdo de 50 mL.min? e razdo de

aquecimento de 10 °C.min™.

4.2.4.1. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Para as analises, cerca de 2,5 mg das amostras de NPs previamente liofilizadas foram
pesadas e transferidas para cadinhos de aluminio com tampa perfurada. As curvas de DSC
(Differential Scanning Calorimetry) foram obtidos utilizando-se calorimetro exploratorio
diferencial modelo Q10 DSC (TA Instruments, USA), empregando-se nitrogénio (N2) como
gas de purga a um fluxo de 50 mL.min%. A razdo de temperatura adotada foi de 10 °C.mint

até a temperatura maxima de 400 °C.
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4.2.5. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As potenciais interacdes quimicas entre a piperina e 0s polimeros ou surfactante
utilizados durante a nanoprecipitacdo bem como suas integridades quimicas foram avaliados
por analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) usando
um espectrometro IRPrestige-21 (Shimadzu, Japdo). Piperina, Eudragit® S100 (Evonik),
poloxamer 188 (Pluronic® F-68, Sigma-Aldrich), nanoparticulas liofilizadas sem o farmaco
(Bco) e nanoparticulas liofilizadas contendo piperina (NPPi) foram misturadas
separadamente com brometo de potassio (KBr, Supelco) e pressionadas em prensa hidraulica
para formar as pastilhas. Durante o analise, as amostras foram escaneadas aplicando pastilhas
de KBr como branco com resolugdo de 2 cm™, de 4000-400 cm™ (REN et al., 2019). Os

graficos foram construidos utilizando-se o software Origin 2021 (OriginLab®).

4.2.6. Método analitico de quantificacdo por CLAE-UV
Os parametros conformidade do sistema, linearidade, precisdo intracorrida e
intercorrida, exatiddo, especificidade/seletividade, limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ), foram analisados para validagdo do método analitico para quantificacdo
da piperina por CLAE-UV segundo o preconizado pela resolucdo RE n° 899, de 29/05/2003 e
RDC n° 166 de 24/07/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003;
BRASIL, 2017), e pela International Conference on Harmonization (ICH, 2005).

4.2.6.1. CondicBes cromatogréaficas para validacdo de metodologia analitica
Validou-se a metodologia analitica segundo adaptacdo de MOTTA et al. 2018 (Tabela
02). O equipamento utilizado foi um HPLC Agilent, modelo 1220 Infinity LC, com detector
UV-Vis. A coluna utilizada foi uma C18 XSelect HSS 5 pum 4,6 x 150 mm (Waters, USA).

Tabela 02. Condic¢des cromatograficas empregadas na metodologia analitica.

Paradmetros Condicoes
Modo de eluigéo Isocratico
Fase Estacionaria C18
Fase Movel Metanol : Agua (70 : 30, v/v)
Comprimento de onda 343 nm (UV)
Fluxo 1 mL.min?

Volume de Injecéo 20 pL
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Tempo de Corrida 20 minutos

A solucdo estoque foi preparada pesando-se analiticamente 26 mg de piperina e
transferindo esta massa para um baldo volumétrico de 25 mL, diluindo-se em metanol para
obter uma solugdo na concentragdo de 1 mg.mL™*. Apds, uma aliquota de 400 pL foi diluida

em metanol (20 mL), de modo a obter-se a solugdo padrdo a 20 pug.mL™.

4.3. Validacdo do método cromatografico
4.3.1. Adequabilidade do sistema
De modo a assegurar que 0s parametros cromatograficos selecionados sao confiaveis, 5

injecOes da solucdo de piperina (20 pg.mL™), preparada a partir da solugdo estoque em fase
movel, foram analisadas. O espectro de absor¢cdo do farmaco bem como o comprimento de
onda de maxima absorcéo foi verificado e, a partir dos picos cromatograficos de cada injecéo,
foram calculados a média e os desvios padrdes relativos percentuais (DPR%) das areas
(anélise da repetitividade), dos tempos de retencdo (tR), dos nimeros de pratos tedricos (N),
do fator de cauda (FC) e do fator de reteng@o ou fator de capacidade (k’). Os resultados foram
confrontados com as recomendacdes preconizadas pela Food and Drug Administration
(FDA, 2004).

4.3.2. Especificidade/seletividade
O ensaio avalia a interferéncia da matriz polimérica e dos meios utilizados no ensaio de
dissolugdo, empregando-se o comprimento de onda de maxima absorcdo do farmaco. A
especificidade/seletividade foi determinada verificando-se o resultado da injecdo dos
polimeros em solucéo e do filtrado das nanoparticulas sem a piperina. Analisou-se também a
interferéncia do meio de dissolucdo no cromatograma do farmaco. Todas as analises foram
realizadas em triplicata com solucBes de piperina e dos polimeros na concentracdo de 20

pg.mLt,

4.3.3. Linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagédo (LQ)
A linearidade foi determinada pela construcdo de curvas analiticas do padrao piperina.
A partir da solucdo estoque (1 mg.mL™), procedeu-se a uma diluicdo seriada, obtendo-se
amostras a 10, 20, 30, 40, e 50 pug.mL™, as quais foram deixadas em banho ultrassénico
durante 30 minutos para desgaseificacéo, sendo posteriormente filtradas em membrana 0,45

um (Millipore®). Estas amostras foram injetadas em triplicata e a linearidade foi avaliada a
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partir da média dos valores das areas encontradas, fornecendo a equacao de regresséo da reta
e os coeficientes de correlacio (R) e determinacdo (R?). A partir da curva analitica, os limites

de deteccdo e quantificagdo foram calculados empregando-se as Equacdes 03 e 04:

3,3xDP B 10 x DP .
(T) (Equacgao 03) LQ = ( T ) (Equacao 04)

Onde: LD = limite de deteccdo; S = desvio padrdo do intercepto com o eixo y de 3

LD =

curvas de calibracdo; LQ = limite de quantificagdo; IC = inclinacdo da curva de calibracéo
(coeficiente angular).

Segundo a RDC 899/2003, o LD representa a menor quantidade do farmaco presente na
amostra que pode ser detectada mas ndo necessariamente quantificada, enquanto o LQ
representa a menor quantidade de farmaco na amostra que pode ser medida com precisdo e
exatiddo (BRASIL, 2003).

4.3.4. Precisdo
A repetibilidade ou precisao intra-dia foi realizada a partir da injecdo de 3 repeticdes de
3 diluicbes da solucdo estoque de piperina (10, 30 e 50 pg.mL™?). As injecdes foram
realizadas no mesmo dia e sob condicdes de trabalho idénticas. Para a precisao intermediaria,
realizou-se a analise das diluicdes da solucao estoque de piperina em 2 dias distintos e com 2
analistas diferentes, sob as mesmas condi¢des experimentais. Os resultados foram avaliados e

expressados em relagdo ao DPR%, conforme a Equacéo 05:

DPR% = bP
T CMD

Onde: DPR% = desvio padréo relativo percentual ou coeficiente de variagéo (CV); DP

x 100 (Equagao 05)

= desvio padrdo; CMD = concentracdo média determinada.

4.3.5. Exatidéo
A exatiddo do método foi determinada a partir da solugcdo estoque de piperina diluida
em fase movel nas concentragdes 5, 20 e 50 pg.mL™. Foram realizadas 3 injecOes para cada

concentragdo, procedendo-se ao calculo de exatiddo por meio da Equacéao 06:

o Cexp .
Exatidao (%) = ( o )x 100 (Equacgio 06)

Onde: Cexp = concentracdo média experimental; Ct = concentracao tedrica.
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4.4. Avaliacdo da eficiéncia de incorporacéo (E1%0)

Uma aliquota das formulacGes preparadas com concentragdes conhecidas foi
centrifugada a 10.000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado através de
membrana de acetato de celulose (0,22 um) e a concentragcdo de farmaco livre foi entdo
analisada por meio do método cromatografico validado apresentado no item 4.3 (KATIYAR
et al., 2015). A eficiéncia de incorporacdo percentual foi calculada a partir da média de 3
determinagOes, empregando-se a Equagéo 07:

CTF — CLF
ET (%) = (cr—p

Onde: EI (%) = eficiéncia de incorporacdo do farmaco; CTr = concentracdo tedrica do

)x 100 (Equagdo 07)

farmaco na nanoformulagéo; CLr = concentragdo do farmaco livre no sobrenadante.

4.5.  Microscopia eletronica de varredura (MEV) das NPs

A morfologia das NPs foi analisada por microscopia eletronica de varredura de alta
resolucdo (MEV-FEG) em equipamento JEOL JSM-7500F, aplicando-se raio de 2,0 kV de
intensidade. Quatro amostras foram selecionadas, liofilizadas e entdo diluidas na proporg¢édo
1:30 (v/v) em uma dispersdo de Tween® 20 (0,5%, v/v), de modo a evitar que ocorresse
aglomeracdo das particulas durante o processo de secagem. Para tanto, foi aplicada uma gota
de cada amostra sobre substratos de silicio, os quais foram deixados para secagem em
dessecador, durante 48 h. Apos, o suporte foi revestido com material condutor (carbono) e
procedeu-se as analises utilizando-se o software PC-SEM v 2.1.0.3.

4.6.  Preparo dos filmes de acido hialurénico (AH)/alginato de sodio (AS)

Solugdes de &cido hialurdnico (Vitax Biochemical, China) e alginato de sédio (Sigma-
Aldrich, USA) a 1%, 1,5% e 2% foram preparadas individualmente por dissolucdo destes
biopolimeros em &agua destilada durante 60 minutos sob agitacdo constante (1000 rpm).
Diferentes formulacbes formadoras de filme foram preparadas pela técnica da evaporacéo do
solvente (solvent casting) misturando-se as solugfes supramencionadas durante 30 minutos
em diferentes proporgdes em massa (AH 1%/AS 1%, AH 1%/AS 1,5%, AH 1%/AS 2%, AH
2%/AS 1% e AH 1,5%/AS 1%) e em diferentes proporgdes em volume (1:1, 1:1,5, 1:2, 2:1 e
1,5:1 v/v), adicionando-se ainda um volume de glicerina correspondente a 50% em massa do
peso seco dos polimeros, obtendo-se amostras com VFina = 17 mL. As formulagGes foram

despejadas sobre placas de Petri de plastico, as quais foram deixadas para secar em estufa de
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circulacéo de ar a 35 °C durante 24 horas. Apos, foram recolhidas e mantidas em dessecador

sob vacuo. Os ensaios seguiram o planejamento experimental apresentado abaixo:

Etapa 01: Solugdes de alginato de sodio (AS) e &cido hialurdnico (AH) a 1% e 2% (m/v),

variando-se a propor¢do em volume dos polimeros.

Polimeros 1% (m/v) Polimeros 2% (m/v)
AH AS Van (ML) Vas (ML) AH AS Van (ML) Vas (ML)
1 1 8,5 8,5 1 1 8,5 8,5
1 15 6,8 10,2 1 1,5 6,8 10,2
1 2 5,6 114 1 2 5,6 11,4
2 1 11,4 5,6 2 1 11,4 5,6
15 1 10,2 6,8 15 1 10,2 6,8

Etapa 02: ApoOs a observacdo macroscopica das membranas formadas, foram excluidas
aquelas que se apresentaram quebradicas, muito finas ou muito grossas, onduladas e/ou
irregulares, além daquelas que foram dificeis de descolar da superficie das placas de Petri.
Assim, optou-se por seguir com os filmes preparados na razdo 1:1 (v/v), variando-se entéo as

proporcGes em massa dos polimeros.

Amostra *Vailicerina (ML) AH (% m) m (mg) AS (% m) m (mg)
A 70,0 1 85,0 1 85,0
B 85,0 1 85,0 15 127,5
C 100,0 1 85,0 2,0 170,0
D 100,0 15 127,5 15 127,5
E 85,0 15 127,5 1 85,0
F 120,0 15 127,5 2,0 170,0
G 135,0 2,0 170,0 2,0 170,0
H 120,0 2,0 170,0 15 127,5
| 100,0 2,0 170,0 1,0 85,0

Etapa 03: A partir da analise macroscopica dos filmes obtidos na etapa 02, foram escolhidos
aqueles que apresentaram boa maleabilidade, espessura fina e adequada resisténcia a tracao
para darem prosseguimento nos testes (filmes A, D e G). Esses filmes foram preparados

novamente, variando-se agora suas proporc¢des em volume.

*VGlicerina AH Volume massa AS Volume massa

Amostra
(uL) (% V) (mL) (mg) (% V) (mL) (mg)
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Al 70 1 6,8 68 15 10,2 102
D1 100 1 6,8 102 15 10,2 153
Gl 135 1 6,8 136 15 10,2 204
A2 70 1 5,6 56 2,0 114 114
D2 100 1 5,6 84 2,0 11,4 171
G2 135 1 5,6 112 2,0 11,4 228
A3 70 15 10,2 102 1 6,8 68
D3 100 15 10,2 153 1 6,8 102
G3 135 1,5 10,2 204 1 6,8 136
A4 70 2,0 11,4 114 1 5,6 56
D4 100 2,0 11,4 171 1 5,6 84
G4 135 2,0 11,4 228 1 5,6 112

*Os volumes de glicerina foram arredondados (pgiicerina = 1,26 g.mL%). A = AH/AS 1:1 (% m); D = AH/AS
1,5:1,5 (% m): G = AH/AS 2,0:2,0 (% m) .

Os filmes preparados na etapa 03 foram submetidos a ensaios de caracterizacdo
mecanica descritos na secdo seguinte, de modo a serem selecionadas 3 amostras, segundo

critérios analiticos, para a incorporagdo do farmaco nanoencapsulado (Figura 08).

Figura 08. Analises mecanicas dos filmes de &cido hialurénico (AH)/alginato de sddio (AS).
(A) Micrometro digital MDC-lite (Mitutoyo) (B) Filme com boas propriedades mecanicas
observadas macroscopicamente (espessura, maleabilidade e resisténcia a tracdo; observar a
transparéncia e homogeneidade da membrana); (C) Filme com propriedades mecéanicas
indesejaveis (quebradica e pouco maleavel; observar as rugosidades na superficie da
membrana); (D) SecGes de filme para analises de resisténcia a perfuracdo (Rp) e energia de
perfuracdo por unidade de volume (EP); (E) Analisador universal de textura TA-XT2 Texture

Analyser (Stable Micro Systems, UK); (F) Detalhe de uma secdo de filme disposta sobre a

prancha de acrilico do texturdmetro.
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4.7.  Caracterizacao dos filmes poliméricos de AH/AS
4.7.1. Espessura
A espessura dos filmes foi medida em triplicata utilizando-se micrémetro digital MDC-
Lite (Mitutoyo®) em 5 pontos aleatorios de se¢Bes de aproximadamente 2 x 2 cm?,

4.7.2. Anéalises mecanicas
Propriedades mecanicas dos filmes foram registradas utilizando-se analisador universal
de textura TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems, UK), equipado com sonda em
aco inoxidavel com ponteira esférica (D = 2,5 cm). Curvas de forca versus deslocamento
foram registradas pelo software Exponent Connect Lite até o momento da ruptura do filme e
utilizadas para determinar os seguintes parametros (MENEGUIN et al., 2014):

Rp = % (Equacdo 08)

Onde: Rp = resisténcia a perfuragdo (MPa); F = forca (N) requerida para a ruptura do
filme; A = area da secgéo transversal do filme (cm?) [A = 2rd, onde r é o raio do orificio e d a

espessura do filme];

Nri+d? —r

AP% = — x100 (Equacéo 09)

Onde: AP = alongamento durante a perfuracdo; r = raio exposto no orificio da placa; d
= deslocamento do dispositivo do ponto de contato até a ruptura do filme;

EP = % (Equacao 10)

Onde: EP = energia na perfuracdo por unidade de volume; AUC = &rea sob a curva
(forca versus deslocamento); V = volume do filme localizado no orificio da placa.
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4.7.3. Perfil de intumescimento dos filmes
Uma seco de cerca de 1 cm? de cada filme foi analiticamente pesada e colocado sobre
a placa de vidro sinterizada do funil do dispositivo. O sistema foi fechado com auxilio de
filme de policloreto de vinila e papel aluminio. O volume de liquido absorvido pelos filmes
foi avaliado ap6s 1, 2, 5, 10, 30 e 60 minutos (Figura 09). Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em porcentagem de liquido absorvido em relacdo a massa
inicial da amostra, de acordo com a Equacgéo 11 (VOIGT, 2000; PREZOTTI et al., 2012):

\%

1% = - x100 (Equagdo 11)

Onde: 1% = porcentagem de intumescimento do filme; V = volume do meio absorvido

(mL); m = massa do filme (g).

Figura 09. Ensaio para determinacdo do perfil de intumescimento dos filmes de AH/AS. (A)
Dispositivo de Enslin adaptado, utilizando-se uma pipeta de 2 mL; (B) Secdo de filme de
cerca de 1 cm?, previamente pesado, alocado na base de vidro sinterizado do funil do

dispositivo.

4.7.4. Permeabilidade ao vapor de agua pelo método gravimétrico.

Sec0es circulares dos filmes foram pesadas e firmemente fixadas no topo de recipientes
de vidro de 20 mL com abertura de 1.1 cm contendo 10 mL de agua destilada. Os filmes
foram também fixados em fracos vazios (sem agua), como referéncia. Ambos foram
previamente pesados e colocados no interior de um dessecador contendo silica gel (Figura
10). Em intervalos especificos (24, 48, 72, 96 e 120 h), o perfil de perda de massa foi obtido

para cada amostra e a permeabilidade ao vapor d’4agua foi calculada através da Equagdo 12:
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B G°.L
Ae.Po.(UR:-UR>)
Onde: PVA = permeabilidade ao vapor d’agua (g.mm)/(m?.dia.kPa); G° = taxa de ganho

PVA

(Equacéo 12)

de massa (g/dia); L = espessura inicial do filme (mm); A = area exposta do filme (m?); Po =
pressdo de saturacdo de vapor da agua na temperatura do ensaio (KPa); (UR: - UR2) =

gradiente de umidade relativa.

Figura 10. Ensaio de permeabilidade ao vapor d’agua. (A) Secgdes circulares dos filmes
poliméricos, com didmetro similar ao do frasco de vido utilizado, foram recortadas e fixadas
na superficie interna da tampa. O sistema foi pesado inicialmente e ap6s 24, 48, 72, 96 e 120

horas; (B) Frascos acondicionados em dessecador contendo silica gel, diariamente trocada.

4.75. Teste de bioadesao in vitro

A forca bioadesiva das membranas foi avaliada através da medida da forca necesséria
para remové-las de secdes de pele de porco (previamente imersas em solucgéo salina 0,9% a
25 °C por 30 minutos), utilizando um analisador de textura TA.XT plus, operando no modo
Adesive Test (DICK; SCOTT, 1992). Os filmes, cortados em sec¢6es de tamanho semelhante
aos das peles de porco, foram aderidos a sonda cilindrica do equipamento (10 cm de
diametro) com uma fita dupla face. As amostras de pele também foram coladas no suporte do
aparelho com a mesma fita, umedecendo-as com uma solugdo de pH 7,4. A sonda foi entdo
abaixada a 0,5 N até que a pele de porco e a membrana mantivessem contato, o qual foi
mantido por 60 segundos. Em seguida, a sonda foi levantada com uma velocidade constante
de 0,5 mm.s, até que ocorresse total separagdo das duas superficies (Figura 11). A forcae o
trabalho maximo para a separacdo das amostras foram obtidos através do software Exponent
Lite (EOUANI et al., 2001).
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Figura 11. Teste de bioadesdo. (A) No detalhe, o filme de AS/AH contendo o farmaco
piperina dispersado em sua matriz. Os filmes foram recortados, de modo a serem obtidas
secOes de cerca de 2 cm?; (B) Analisador universal de textura TA-XT2 equipado com sonda

especifica para 0 modo Adesive Test.

4.8.  Preparo dos filmes contendo o farmaco e dos filmes contendo as NPs

A partir da escolha do melhor sistema polimérico para formulacdo dos filmes de
AH/AS (Filme G4), foram preparadas as membranas com incorporacdo da piperina (Fpip) €
das nanoparticulas com o farmaco (Fnepi) para execucdo dos ensaios in vitro de liberacéo,
permeacdo, retencdo e também para os ensaios biologicos.

Para a sintese de Fpip, foram adicionados cerca de 20 mg de piperina no volume de 135
pL de glicerina, seguindo-se ao procedimento descrito na etapa 3 do item 4.6. para preparo
do filme G4 (AH/AS 11,4:5,6 mL, VFina = 17 mL, Rmembrana = 4,25 ¢m, A = 56,7 cm?). Para a
sintese de Fnepi, foi empregada uma propor¢do de 9 mL de sistema polimérico do filme G4
(AH/AS 6:3 mL) para 8 mL do nanossistema a 2,5 mg.mL™ (Vrinal = 17 mL, Rmembrana = 4,25
cm, A = 56,7 cm?).

4.9.  Teste de solubilidade
A solubilidade da piperina foi determinada em meio receptor contendo agua ultrapura e
tampdo fosfato 7,4, adicionado de tensoativo (Tween® 80, Tween® 20, dimetilsulfoxido ou
propilenoglicol) e etanol, em diferentes concentracdes, para determinacdo das condigdes sink do
estudo de liberacdo do farmaco. O farmaco foi adicionado em excesso nos diferentes meios
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testados até a saturacdo, permanecendo sob agitacdo mecanica por 24 horas. Em seguida as
amostras foram centrifugadas (3400 rpm por 10 minutos) e o sobrenadante foi filtrado em
membrana filtrante (PTFE 0,22 um). As solugdes resultantes foram diluidas e analisadas por CLAE
a partir do método analitico validado previamente (PRAKASH et al., 2008).

4.10. Avaliacdo do perfil de liberacéo in vitro da piperina

O perfil de liberacdo da piperina nas formulacGes foi avaliado em equipamento Hanson
Microette® (Hanson 0700-1251) constituido por 6 células de Franz com volume de 7,0 mL,
preenchidas por solucdo receptora composta por tampéo fosfato (PBS 7,4), etanol (20%, v/v)
e tensoativo (Tween® 20, 2% v/v), de acordo com as condicdes sink determinadas pelo estudo
de solubilidade descrito no item 4.9. SecOes de cerca de 2 cm? dos filmes foram recortadas,
pesadas e transferidas para o copo dosador, colocadas sobre as membranas sintéticas de
poliéterssulfona e/ou celulose (0,45 um), dispostas na célula de Franz, com area de exposicao
de 1,77 cm?(

Figura 12). Os experimentos foram realizados com 6 replicatas a 32 °C e agitagao
constante da solucdo receptora (300 rpm).

Aliquotas de 2 mL foram coletadas apds 15, 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24
horas, sendo entdo filtradas em membrana de celulose [Millipore®, 0,22 pm] (PRIMO et al.,
2007). A quantificacdo da piperina na solucdo receptora foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando a curva analitica obtida no estudo de

solubilidade das condicGes sink (Figura 13):

Figura 12. Equipamento utilizado para os estudos de liberacdo e permeacdo in vitro. (A)
Hanson Microette® (Hanson 0700-1251) com coletor automatico; (B) Detalhe das células de

Franz montadas com membrana de celulose de 0,45 pum.
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Figura 13. Curva analitica obtida a partir do ensaio de solubilidade para se determinar as
condicdes sink a serem empregadas nos ensaios de liberacdo e permeacdo in vitro das

nanoparticulas (NPs) de piperina.
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4.11. Estudo de permeacao cutanea in vitro das NPs.

O estudo de permeacdo cuténea in vitro da piperina nas formulacdes foi realizado no
mesmo equipamento e sob as mesmas condigdes do ensaio de liberagdo. Porém, neste ensaio
foram utilizadas peles de orelha de porco como membrana bioldgica. A pele dermatomizada
(Figura 14) foi inserida entre o compartimento doador e receptor da célula de Franz, de
forma que, o estrato corneo ficasse em contato com a formulagéo, e a derme em contato com
a solucdo receptora (PRIMO, et al., 2008). A quantificagdo da piperina na solucdo receptora
foi realizada por CLAE, empregando-se a equacéo da Figura 13.

Figura 14. Dermatomizacao de orelhas de porco compradas junto & empresa Frigodelis Ltda.
para ensaio de permeacdo cutanea in vitro. (A) Extracdo de se¢des de pele com auxilio de
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dermatdmetro; (B) As secOes de pele foram estendidas em folha de PVC e acondicionados

em pacotes de aluminio, mantidos em freezer a -4 °C até seu uso.

4.12. Estudo de retencdo cutanea in vitro

Para analise de retencdo cutanea in vitro a pele de porco ficou exposta as formulacGes
por 24 horas, nas mesmas condi¢Oes experimentais da permeacdo cuténea in vitro. Ao final
do experimento, as superficies das peles foram lavadas com agua destilada em abundancia, a
fim de remover o excesso de formulacdo, sendo mantidas em vidro de relogio para ndo haver
perda do farmaco. O estrato corneo foi retirado com a técnica de tape stripping, de modo a se
determinar a concentracdo de farmaco retido nessa camada da pele, utilizando-se 16 fitas
adesivas (Scoth® 750 3M), descartando-se sempre a primeira (PADULA et al., 2003). As
fitas foram transferidas para um tubo de extracdo com 10 mL de metanol, agitado em vortex
por 1 minuto e posteriormente submetido ao banho de ultrassom por 15 minutos. A solugdo
foi filtrada em membrana 0,22 um (Millipore®) e injetada em CLAE para quantificacdo da
piperina. Apos a retirada do estrato corneo, a pele remanescente (epiderme viavel + derme)
foi picotada com o auxilio de uma tesoura. Os fragmentos foram colocados em tubos para
centrifuga contendo 5 mL de metanol e agitados em vértex por 2 minutos. Em seguida, foram
levados ao homogeneizador Turrax® por 1 minuto, e entdo, deixados em banho ultrass6nico
por 30 minutos. Ao final, filtrou-se em membrana de 0,22 pm (Millipore®) e quantificou-se

por CLAE a piperina extraida.

4.13. Ensaios bioldgicos
4.13.1. Ensaio de citotoxicidade
Para o preparo do meio de cultura, foi utilizado meio DMEM, com 3,5 g de glucose e
1,5 g de bicarbonato de so6dio, em 900 ml de agua Milli®Q. A mistura foi colocada em
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agitacdo, e apos a diluicdo de todos os componentes, o pH da solugédo foi medido, estando
entre valores de 7,2 e 7,4. O meio de cultura foi filtrado a vacuo utilizando membrana de 0,22
um de poro, e posteriormente, foram adicionados 100 ml de soro bovino fetal (FBS). O meio
de cultura foi mantido em refrigerador (6 + 2 °C) até sua utilizac&o.

A linhagem de fibroblasto L929 foi cultivada a 37 °C em frasco de cultura (75 cm?)
contendo meio DMEM com 10% de soro fetal bovino, em atmosfera de 5% CO..
Inicialmente, foi depositado 1 ml de suspenséo celular (1 x 10° células.mI™) em um frasco de
cultura Corning, 75 cm?, juntamente com 10 ml de meio de cultura e encubado conforme as
condi¢des mencionadas anteriormente. Os ensaios celulares foram realizados somente quando
o crescimento celular atingiu entre 75-80% de confluéncia na superficie do frasco. Quando a
confluéncia desejada foi atingida, realizou-se uma suspenséo celular na concentracéo de 2 x
10° células.ml. Posteriormente foram pipetados 4 ml desta suspensdo em cada poco (3,5 cm
de didmetro) das placas de 6 pogos (Costar®), contendo meio DMEM com 5% de FBS. Estas
placas permaneceram em estufa a 37 °C com 5% de CO> por 48 horas, de modo a permitir a
adesdo e a confluéncia da monocamada celular. A viabilidade celular minima para a
realizacdo do ensaio foi de 85%, confirmada através da observagdo em microscopio invertido.

Apds 48 horas, 0 meio de cultura foi aspirado e realizou-se a lavagem dos pocos com 2
ml de tampéao fosfato pH 7,4 (PBS). Logo apds, o PBS foi aspirado e 1 ml do meio de
cobertura foi adicionado em cada poco. O meio de cobertura foi composto por &gar a 1,8%,
corante vermelho neutro a 0,01% e DMEM 2X concentrado (1:1 v/v). Tanto o &gar quanto o
meio de cultura permaneceram em banho-maria a 40 °C até serem colocados em contato com
a monocamada de células. As placas permaneceram na capela de fluxo laminar por 15
minutos, aguardando a solidificacdo do &gar, a temperatura ambiente. As membranas de
AS/HA foram cortadas em discos com diametro de 0,5 cm umedecidas em meio de cultura, e
foram colocados com pingas cirdrgicas no centro do po¢o contendo agar. Para o controle
celular, o primeiro poco recebeu apenas 0 meio de cobertura. Para o controle negativo, foi
utilizado disco de papel filtro embebido em meio de cultura DMEM, e para o controle
positivo, foi utilizado disco de papel filtro embebido em Triton-X. Todas as membranas
foram testadas em triplicata. As placas foram embrulhadas em papel de aluminio, para evitar
o0 dano celular por fotoativagdo do vermelho neutro e levadas a estufa a 37 °C com 5% de
COz por 24 horas. Apés a incubacdo, os pocos foram macroscopicamente observados, e a
formacdo de um halo claro ao redor das amostras e dos controles positivos, evidenciou 0s

efeitos relativos a citotoxicidade. A extensdo da area descorada foi dividida em 4 quadrantes,
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a partir do disco contendo as amostras. Os quadrantes foram mensurados visualmente, através

de transparéncias milimetradas sob as placas e paquimetro, e entdo registradas.

4.13.2. Atividade anti-inflamatdria in vivo

Para o estudo in vivo, foram utilizados machos de camundongos albinos Swiss (Mus
musculus) pesando entre 25-30 g. O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica para Uso de Animais (Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, UNESP), sob o protocolo CEUA/FCF/CAr n° 08/2021. Os
animais foram obtidos do Biotério Central da UNESP, e o experimento ocorreu nas
dependéncias do Biotério do Departamento de Farmacos e Medicamentos da
FCFAR/UNESP. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno em condigdes
ambientais controladas: 23 + 1 °C, 55 + 5% UR, e ciclo de luz de 12 h. O suprimento de &gua
e racao foram ad libitum (sem restri¢des). Os animais foram anestesiados com uma injecao
intraperitoneal de 100 mg/Kg de cloridrato de cetamina (Cetamin Syntec®, S&o Paulo, Brasil)
e 10 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Sipeagro®, S&o Paulo, Brasil). O processo inflamatdrio
foi induzido pela administracdo de 20 pL de uma solugdo de 6leo de croton (2,5% viv)
diluido em acetona na parte interna das orelhas direitas dos animais (1 cm?
aproximadamente) [MAS et al., 2016]. Seis grupos experimentais com 6 animais cada (n =
36) foram utilizados, incluindo: suspensdo de piperina nanoencapsulada (1 pg/mL) com 0,2%
(m/v) de lauril sulfato de sédio, amostras das membranas (grupo teste e grupo controle),
controle positivo com creme comercial de dexametasona 10 g (1 mg/g), e um controle
negativo (sem tratamento). O tratamento consistiu na aplicacdo de 20 mg de cada formulacéo
na parte interna das orelhas direitas dos animais. Seis horas depois do tratamento, oS
camundongos foram eutanasiados com inalacdo diéxido de carbono (CO2). Apoés, secdes
circulares das orelhas foram removidas utilizando um punch dermatolégico e entdo pesadas.
A atividade anti-inflamatoria foi expressa de acordo com a porcentagem na reducdo do

edema comparando-se a diferenca de peso em ambas orelhas (BARICEVIC et al., 2001).

4.14. Anélises estatisticas
Quando aplicavel, as diferencas significativas entre as médias dos valores obtidos
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) seguida por comparagdes multiplas pelo
método de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o software Minitab®19. Nos ensaios de liberacio e
permeacdo in vitro, foi utilizado o software Sigma Plot 14,5 para aplicagdo dos modelos

cinéticos de Ordem 1, Hixon-Crowell, Higushi, e Korsmeyer-Peppas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao das NPs

A Tabela 03 apresenta os resultados da caracterizacdo realizada por DLS das
nanoparticulas placebo — branco (Bco) e branco sonicada (Bco S) — e das nanoparticulas
contendo o farmaco — nanoparticulas com piperina (NPPi) e nanoparticulas com piperina
sonicada (NPPi S). De modo a verificar a estabilidade do sistema, leituras foram realizadas
com 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. ApOs esse tempo, 0S nanossistemas comegaram a apresentar
instabilidade fisica, observada pela deposicdo de precipitado no fundo dos tubos de ensaio e
valores de tamanho, PDI e potencial zeta significativamente distintos entre a primeira e a
ultima andlise.

As médias dos valores de tamanho encontrados durante os 60 dias foram 96,35 nm +
3,30 (Bco), 147,05 nm + 3,02 (Bco S), 102,26 nm + 3,65 (NPPi) e 148,16 + 10,43 (NPPi S).
No geral, a sonicacdo das dispersdes fez com que houvesse um aumento estatisticamente
significante no diametro das nanoparticulas. Para o grupo de amostras ndo sonicadas houve
um aumento no diametro das NPPi em relacdo ao Bco, enquanto que para o grupo de
amostras sonicadas ndo houve diferencas de tamanho estatisticamente significantes entre
NPPi S e Bco S (Figura 15).

Em relagcdo ao PDI, todas as amostras apresentaram homogeneidade na distribuicdo de
tamanho, sendo as médias encontradas menores que 0,5 (Figura 15), permitindo classificar
os sistemas obtidos como monodispersos (GAUMET et al., 2008): 0,224 + 0,028 (Bco),
0,128 £ 0,011 (Bco S), 0,227 £ 0,054 (NPPi) e 0,212 + 0,040 (NPPi S).

Para o potencial zeta, as nanoparticulas com adicdo da piperina apresentaram elevada
densidade de cargas negativas (-21,83 mV + 2,60 e -28,4 mV * 3,29 para NPPi e NPPi S,
respectivamente). Quando se comparam individualmente os placebos entre si, a amostra
sonicada teve um aumento na densidade de cargas negativas em relacdo a amostra nao
sonicada (-24,08 mV + 3,17 e -9,89 + 3,17, respectivamente).

Tabela 03. Caracterizacdo das nanoparticulas com e sem incorporagdo da piperina segundo

os parametros tamanho (nm), indice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta (mV).

Tamanho (nm)
Amostra

Dia 1l Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Bco 94,23¢¢d 95 g5Cbed g7 84CH 92,43¢4 96,0080¢ 102,0¢2
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(+0,990) (x0,825) (+0,280) (+0,779)  (£0421)  (2,760)
Bco S 148,84 14658 150,5A2 141,940 145,9A2p 148,782
(+1,457) (+3,897) (*1,365) (x1,429)  (£0,700)  (x0,723)
\PPi 104,852 106,682 104,182  101,3Babc 96,478¢ 100,3¢b¢
(£2,307) (x1,595) (+2,501) (+3484)  (£0,176)  (x2,061)
\PPi S 146,2A40¢ 141 4Acd 150,240 139,374 143,9Abcd 168,042
(+1,986) (+2,101) (*0,873) (x2,136)  (£1,950)  (+4,200)
Amostra i

Dia 1 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

- 0,2104Bb¢  2238bc (0 238Ab 0,203B0¢ 0,199A¢ 0,274A2
(x0,012) (x0,017) (+0,014) (+0,004)  (£0,013)  (£0,016)

Boo S 0,130°% 00,1442 0,13652 0,115¢2 0,114¢2 0,131¢2
(+0,034) (x0,017) (+0,011) (+0,015)  (£0,010)  (x0,011)
PP 0,266 0,30242  ,227Abc 0,241A2b 0,161B¢ 0,1698:2P
(x0,044) (x0,019)  (x0,028) (x0,024)  (£0,018)  (+0,004)
PP S 0,1798C¢c  0,187B¢ 0,233AP 0,19580¢  0,1954Bbc (0 2geAa
(+0,020)  (+0,008)  (+0,025) (+0,004)  (£0,009) (£0,013)
Amostra Zeta (mv)

Dia 1 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Bco -9,288b¢  _13,7Cb -13,3¢be -9,48¢b¢ -8,30P¢ -5,28¢2
(x150)  (+3,50) ( 2,45) (+ 0,552) (+1,21)  (+0,153)

-24.6°¢  -256B0¢ -21,284d 27,972 -25,88°0 -19,4B¢
BCo S (+0,115) (x0,252)  (*0,361) (+0,208)  (¥0,611) (% 0,500)
PP -25,3A2 24,182 _18,7BCa -21,652 -22,162 -19,282
(+4,20)  (+3,03) (+ 3,26) (+ 1,49) (x1,07)  (+0,306)

_ -23,4A4 -33,56%4 -28,1A¢ -27,9A¢ -29,9Ab -27,6A¢
NPPIS (+0,208) (+0,854) (+0,681) (+0,723)  (¥0,115)  (x0,503)

Bco S = nanoparticula placebo preparada com etapa de sonica¢do; NPPi S = nanoparticula com piperina

preparada com etapa de sonicacdo. Médias que ndo compartilham letras mailsculas sobrescritas iguais nas

mesmas colunas ou médias que ndo compartilham letras minasculas sobrescritas iguais nas mesmas linhas séo

significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 15. Diametro médio (nm) — representado pelas barras — e indice de polidispersdo —

representado pelos pontos — das nanoparticulas com e sem sonicacao.
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Figura 16 apresenta os graficos de intensidade em funcdo da distribuicdo de tamanho
obtidos com software Zetasizer 7.13 (Malvern Panalytical, UK) para as amostras Bco, Bco S,
NPPi e NPPi S. Todas as leituras forneceram resultados dentro dos padrdes de qualidade
esperados para amostras estaveis, utilizando valores de atenuacdo entre 5 e 6. A intensidade
da luz espalhada dentro da célula deve estar dentro de um intervalo especifico para o detector
medi-la com sucesso. Se muita luz é detectada, o detector fica sobrecarregado. Para contornar
isso, 0 atenuador é usado para reduzir a intensidade do laser e, assim, reduzir a intensidade do

espalhamento.

Figura 16. Gréafico de intensidade em funcédo da distribuicdo de tamanho. (A) Bco; (B) Bco
S; (C) NPPi; (D) NPPi S.
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5.2.  Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A Figura 17 apresenta os graficos obtidos a partir das analises de rastreamento das
nanoparticulas (NPs). Além da observagdo in loco — no qual foi possivel visualizar seu
formato esférico homogéneo — foi possivel performar calculos atraveés do software NTA
Build 3.4.003, os quais forneceram o tamanho medio, moda, desvio-padréo e a concentracao
(medida como nimero de particulas por mililitro de amostra diluida a 1 x 10° v/v) das NPs.
Os dados obtidos através do NTA para o tamanho das NPs corroboram os ja verificados pela
técnica de DLS.

Figura 17. Gréaficos da concentracdo em relacdo ao tamanho, obtidos por andlise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA). (A) Bco; (B) Bco S; (C) NPPi; (D) NPPi S. As barras

de erro em vermelho indicam +/- 1 desvio padréo.
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As curvas simultaneas TG-DSC de 30 °C a 800 °C do nano branco (Bco) e nano

piperina (NPPi) sdo apresentadas na Figura 18.

Pode-se observar que o perfil de

decomposicdo térmica das amostras € diferente nas temperaturas abaixo de 450 °C. Ambas

amostras apresentam uma pequena perda de massa inicial na curva TG até 50 °C, seguida por

um evento endotérmico préximo a 53 °C na curva DSC. Este evento foi avaliado em um

instrumento de ponto de fuséo, ndo tendo sido observado a fusdo das mesmas. Sugere-se que

a primeira perda de massa esteja relacionada a desidratacdo/dessolvatacdo de solventes

residuais, seguida de uma transicdo do material polimérico liofilizado representada pelo pico

endotérmico agudo na curva DSC. A amostra Bco ¢ estavel até 159 °C e a partir dai perde

massa em trés etapas consecutivas e/ou sobrepostas, com eventos exotérmicos na curva DSC
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atribuidos a decomposicdo da matéria organica. A amostra NPPi apresentou estabilidade

térmica ligeiramente maior (216 °C), e um perfil de decomposicdo de matéria organica

diferente. Assim, pode-se concluir que a adi¢do da piperina causa uma protecdo no material,

representada pelo aumento da estabilidade térmica.

Figura 18. Curvas de TG-DSC a 800 °C. (A) Amostras liofilizadas de nano branco (Bco);

(B) Amostras liofilizadas de nano piperina (NPPi).
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A Figura 19 mostra as curvas DSC até 200 °C das amostras Bco e NPPi. Ambas as

curvas apresentam um pico endotérmico em 53 °C atribuido a transicdo do material

polimérico liofilizado. A analise de DSC confirma o que foi observado nas curvas TG, pois 0

evento exotérmico na regido de 150 °C na curva azul (Bco) esta relacionado ao inicio da

decomposicdo térmica do material, o que ndo ocorre apdés adicdo da piperina (curva

vermelha), uma vez que a amostra € estavel até o final da temperatura de analise.

Figura 19. Curvas DSC das amostras Bco e NPPI.
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5.4.  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

O espectro FTIR das nanoparticulas de piperina (NPPi) e também das nanoparticulas
sem o farmaco (Bco) foram obtidos e comparados com o da piperina, Eudragit® S100 e
poloxamer 188 para ver a interacdo fisico-quimica potencial ap0s a nanoprecipitacao.
Conforme apresentado na Figura 20, a banda caracteristica de piperina pode ser observada
incluindo picos em 2939,51 cm? (estiramento C-H no anel aromatico), 2860,43 cm
(estiramento C-H alifatico em grupo metilenodioxi), 1633,70 cm™ (estiramento C=0),
1446,61 cm™ (estiramento aromatico de C= C no anel de benzeno), e em 1251,80 cm™
[estiramento assimétrico C=0-C] (SHING, 1999). O estiramento C=0 da piperina também
foi observada na amostra NPPi (1635,63 cm™). O pico caracterizado de Eudragit® S100 em
1730,14 cm™ foi resultado da ligagdo C=0 do estiramento, que também foram observados
nas NPPi e NP Bco [1730,14 cm™] (EL MAGHRABY et al., 2014). O espectro FTIR do
poloxamer 188 mostrou picos caracteristicos em 2887,43 cm™ (estiramento C-H alifatico) e
1110,99 cm™ (estiramento C-O), o que esta de acordo com dados da literatura (GARALA et
al., 2013). Esses picos também foram identificados nas NPPi (2887,43 cm™ e 1112,92 cm™) e
nas NP Bco (2887,43 cm™ e 110,99 cm™). Nenhuma mudanga significativa foi encontrada em
numeros de onda de picos caracteristicos em amostras de nanoparticulas, indicando a
auséncia de interacdo fisico-quimica que pudessem sugerir uma incompatibilidade para a

piperina nas nanoparticulas.

Figura 20. Espectros de FTIR. (A) Sobreposicdo das 5 amostras; (B) Eudragit® S100; (C)
Poloxamer 188; (D) NP Bco; (E) Piperina; (F) NPPi.
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5.5. Validacédo do método cromatogréafico
5.5.1. Adequabilidade do sistema
Antes de realizar os experimentos de validacdo ou mesmo andlises de amostras, é

necessario avaliar se o sistema utilizado é capaz de fornecer dados de qualidade confiaveis.
Esta avaliacdo é alcancada com os experimentos de adequabilidade do sistema, 0s quais
podem ser definidos como um conjunto de testes executados para garantir que o equipamento
utilizado est4d apto a gerar resultados com exatiddo e precisdo aceitaveis. A Tabela 04
apresenta os resultados obtidos para esse conjunto de ensaios. No geral, os valores para cada
um dos pardmetros analisados estdo em acordo com as recomendacdes do guia revisado para
validacdo de métodos cromatogréficos do Center for Drug Evaluation and Research (CDER)
veiculado ao U.S. Food and Drug Administration (FDA, 2004).

Tabela 04. Pardmetros avaliados para adequabilidade do sistema cromatogréafico.

Analise tR Area (UA) K’ FC N

1 7,29 3792943 3,314 0,97 2655



51

2 7,30 3796976 3,325 1,00 2598
3 7,30 3791302 3,321 1,00 2663
4 7,30 3789481 3,324 1,12 2667
5 7,30 3798100 3,324 1,00 2667
6 7,29 3784129 3,314 1,02 2655
Média 7,30 3792155 3,320 1,01 2651
DP + 0,01 +5128 + 0,005 +0,05 +26
DPR% 0,1 0,1 0,2 51 1,0
FDA* NA DPR% <1 Media > 2 Média <2 Média > 2000

*FDA = critério de aceitacdo segundo recomendagdes do guia revisado do Food and Drug Administration. tR =
tempo de reteng@o (min); k’ = fator de retencdo; FC = fator de cauda; N = niimero de pratos teoéricos; NA = ndo

aplicavel.

5.5.2. Especificidade/seletividade

O parametro especificidade/seletividade expressa a capacidade que o método possui de
quantificar com exatiddo uma substadncia em presenca de outros componentes (e.g.
impurezas, produtos de degradacdo ou componentes da matriz), sem que estes interfiram no
resultado da anélise. Através de métodos cromatograficos, a especificidade/seletividade pode
ser avaliada por meio da comparacdo dos resultados obtidos de amostras e dos possiveis
interferentes, tais como 0s excipientes das nanoparticulas e os meios dissolutores.

A partir da analise dos cromatogramas apresentados na Figura 21, pode-se afirmar que
o0 método foi seletivo e especifico, desde que ndo houve sobreposicdo de picos ou qualquer
interferéncia do diluente ou dos polimeros no tR do farmaco. Os cromatogramas da solugéo
padrdo de piperina (97,5% pureza) e da solucdo de NPPi apresentaram perfil cromatogréafico
semelhante (Figura 21 C e D), com tR de maxima absorcdo entre 7-8 minutos

(aproximadamente 7 minutos e 30 segundos).
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Figura 21. Cromatogramas obtidos para o ensaio de seletividade/especificidade utilizando
coluna de fase reversa C18 XSelect HSS 5 pum 4,6 x 150 mm (Waters, USA). (A)
Cromatograma do diluente (metanol). (B) Cromatograma da amostra placebo. (C)
Cromatograma da amostra NPPi. (D) Cromatograma do padréo de piperina (97,5% pureza).
(E) Sobreposicdo dos cromatogramas A-D (azul: metanol; verde: amostra placebo; preto:

amostra NPPi; rosa: piperina).

5.5.3. Linearidade, limite de detec¢éo (LD) e limite de quantificagédo (LQ)

A linearidade representa a capacidade que o método analitico apresenta em demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do farmaco, dentro
de um intervalo de concentracbes definido (ICH, 2005; USP, 2011). Muitas vezes este
pardmetro é erroneamente determinado através dos coeficientes de correlagdo (R) e
determinacdo (R?), porém, esses coeficientes por si s6 ndo sdo suficientes para garantir o
ajuste da curva ao modelo linear, pois modelos com residuos elevados ou pontos mal
distribuidos (outliers) também podem fornecer bons coeficientes de correlagcdo e
determinacdo (RIBEIRO et al., 2008). O método dos minimos quadrados ordinarios (MQO) é

uma técnica de otimizagdo matematica que procura encontrar o0 melhor ajustamento para um
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conjunto de dados, minimizando os residuos. Para que um modelo de regressao linear seja
estatisticamente significativo é esperado que os residuos gerados pelo ajuste da reta sigam
distribuicdo normal, que a variancia de y seja constante para todos os valores de x
(homoscedasticidade), que ndo exista estrutura de dependéncia entre os dados (de modo que
os residuos sejam independentes e identicamente distribuidos), e também, que ndo haja a
ocorréncia de valores discrepantes (outliers) (BUSSAB; MORETTIN, 2010).

A Figura 22 apresenta a curva analitica obtida pelo método MQO, sendo resultante da
regressdo linear dos valores das areas em fungdo das concentracBes de piperina (0,005
mg.mL™ a 0,05 mg.mL™, A = 343 nm), a partir da média de 3 determinagdes. O coeficiente de
correlacdio R = 0,9996 obtido a partir da curva analitica y = 206027185,11273x -
96161,79726 esta em conformidade com o critério de aceitacdo estipulado pela RDC n°
166/17, o qual determina que o valor de R deve ser maior que 0,990 (BRASIL, 2017). Esse
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de
1, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza a respeito dos

coeficientes de regressao estimados.

Figura 22. Curva padrao da piperina obtida pelo método cromatogréafico proposto.
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Através do teste F da andlise de variancia (ANOVA), provou-se que a regressao é
estatisticamente significativa a um nivel de 95% de confianga, tendo apresentado um valor de
F calculado > F critico e p-valor = 0, rejeitando-se a hipotese nula de falta de ajuste do
modelo linear. Em relacdo ao coeficiente angular, como o p-valor associado ao teste (p =
1,51.10%Y) é menor que 0,05, a hipotese nula € rejeitada, concluindo-se que seu valor é
diferente de zero (Tabela 05).

Tabela 05. Analise de variancia da regresséo linear da curva analitica de piperina.

Estatistica de Regresséao

R maltiplo R? R? ajustado DP Observagoes
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0,998468 0,996939 0,996748 180303,45 18

GL  SQ ajustados MQ ajustados F calculado  F critico p-valor

Regressdao 1 1,69.10% 1,69.10% 5212,017  1,51.10% 0

Residuo 16 5,20.10! 3,25.10%° - - -

Total 17 1,69.10% - - - -

Coeficientes EP coeficientes t-valor p-valor

Intersecédo -84645,8477 81001,03179 -1,044997 0,3115561
Inclinacdo 196315315 2719263,102 72,19430 1,51.102

Atraveés da analise da Figura 23 A, é possivel observar pelo gréafico que os residuos sdo

distribuidos normalmente. Em relacdo a Figura 23 B, a andlise gréafica nos revela que: i) ndo

ha valores discrepantes (outliers); ii) a variancia dos residuos é constante; iii) ha uma

distribuicdo aleatdria dos pontos, os quais encontram-se localizados em ambos os lados da

linha zero, sem padrdes reconheciveis, dando indicios de que a varidncia dos erros

experimentais ¢ homoscedastica.

A sensibilidade do método para o composto piperina ficou evidenciada pelos valores de
LD = 0,003031 mg.mL™* (3,03 ug.mL™) e LQ = 0,009184 mg.mL* (9,18 ug.mL™), os quais
demonstram a capacidade de se detectar e quantificar baixas concentragdes do farmaco.

Figura 23. Gréaficos de residuos tendo a area como resposta. (A) Grafico de probabilidade

normal. (B) Grafico de residuos em funcao dos valores ajustados.
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O parametro precisdo € definido como a estimativa da dispersdo de resultados entre

ensaios independentes repetidos a partir de uma mesma amostra, preparada conforme descrito



55

no método analitico a ser validado. A precis@o deve ser expressa por meio da repetibilidade,
da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade (INMETRO, 2020; BRASIL, 2017). A
repetibilidade ou preciséo intra-ensaio permite verificar a variabilidade a ser esperada quando
um método é executado por um unico analista, em um Gnico laboratério, utilizando a mesma
instrumentacao. A precisdo intermediaria, ou precisdo inter-ensaio, mostra a variabilidade da
precisdo de experimentos conduzidos em um mesmo laboratorio por diferentes analistas, seja
em dias ou equipamentos diferentes. Por fim, a reprodutibilidade avalia a precisdo dos
resultados obtidos para uma determinada anélise seguindo a mesma metodologia, porém em
laboratdrios diferentes (EURACHEM, 2014; RIBEIRO et al. 2008). Neste trabalho, foram
executados os dois primeiros métodos, cujos resultados podem ser observados nas Tabela 06.

Em relacdo a repetibilidade, pode-se observar que para as concentracfes avaliadas, 0s
valores encontrados estdo em conformidade com os critérios de aceitacdo segundo descrito no
Guidelines for Standard Method Performance Requirements da AOAC International (AOAC,
2016), a qual estipula DPR% com valores entre 5,3 e 7,3 para concentracGes de analito
variando entre 10 ppm e 100 ppm, e DPR% com valores entre 5,3 e 11 para concentracgdes de
analito variando entre 1 ppm e 10 ppm. Quanto a precisdo intermediaria, os valores também
se engquadram nos critérios do mesmo 6rgao, ou seja, 0 DPR%;1/2 deve variar entre 8 e 11 para
concentracdes de analito variando entre 10 ppm e 100 ppm, e DPR%j1/,, com valores entre 11

e 16 para concentragdes de analito variando entre 1 ppm e 10 ppm.

Tabela 06. Repetibilidade (intra-ensaio) e precisao intermediaria (inter-ensaio).

Analista 1 Analista 2 Pl
Nivel Cr Area DPR;  Nivel Cr Area DPR,  DPRy;
0,005301 995967 0,005254 986435
Baixo 0,004584 848333 Baixo 0,005173 969630
0,005054 945101 73 0,005107 956190 1,4 4,0
Média  0,004979 929800 Média  0,005178 970751
DP(+)  0,000364 74996,8 DP(+)  0,000073 15153,6
0,016974 3401013 0,020376 4101919
Médio 0,019155 3850193 Médio 0,019037 3826131
0,019103 3839474 6,7 0,019124 3843934 38 1,8
Média  0,018410 3696893 Média  0,019512 3923994
DP(+)  0,001244 256295,9 DP ()  0,000749 154343,8
Alto 0,049097 10019127 0 Alto 0,049674 10138151 L7 04

0,048159 9825985 0,048023 9798049
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0,04815 9824121 0,049132 10026490
Média 0,048468 9889744 Média 0,048943 9987563
DP (%) 0,000544 112052,5 DP (%) 0,000841 173360,3

Nivel = nivel tedrico da concentracdo definido a partir da solugdo de concentragdo 0,02 mg.mL:. Cg =
concentracéo real calculada a partir da curva analitica (mg.mL™?). DPR; = desvio-padréo relativo (%) referente
ao ensaio do analista 1. DPR; = desvio-padrao relativo (%) referente ao ensaio do analista 2. Pl = precisdo

intermediaria dada pelo DPRy,, (%) entre os ensaios executados pelos analistas 1 e 2.

5.5.5. Exatidao

A exatiddo de um método analitico estd definida como grau de concordancia entre 0s
resultados individuais, obtidos pelo método em estudo, em relacdo a um valor de referéncia
aceito como verdadeiro. H& quatro métodos principais propostos para o estudo da exatidao:
uso de material de referéncia certificado (MRC), comparacdo do método proposto com um
método de referéncia, uso de ensaios de recuperacao na matriz, e estudos colaborativos (ICH,
2005). No presente trabalho, optou-se por utilizar o método de recuperacdo na matriz, o mais
utilizado para validagdo de processos analiticos. Nesse caso, a exatiddo deve ser expressa
pela relacdo percentual de recuperacdo do analito de concentracdo conhecida adicionado a
amostra (Tabela 07). Pode-se observar que para as concentracGes avaliadas, os valores
encontrados estdo em conformidade com os critérios de aceitacdo segundo descrito no
Guidelines for Standard Method Performance Requirements da AOAC International (AOAC,
2016), a qual estipula porcentagens de recuperagdo com valores entre 80 e 110 para
concentragdes de analito variando entre 1 ppm e 10 ppm, e porcentagens de recuperagdo com

valores entre 90 e 110 para concentracdes de analito na ordem de 100 ppm.

Tabela 07. Valores de porcentagem de recuperacdo (média = DP) obtidos no ensaio de

determinacédo da exatiddo do método analitico proposto.

Nivel Ct (mg.mL™?) Cexp (mg.mL?) Recuperacdo (%) DPR%

Baixo 0,004880 0,004970 101,85 7,3
(+ 0,000007) (+ 0,000364) (+ 7,45)

Médio 0,019550 0,018740 95,86 3,6
(+ 0,000029) (+ 0,000660) (+ 3,46)

Alto 0,048890 0,048460 99,13 1,0

(+ 0,000073) (+ 0,000543) (+ 1,03)
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Cr = concentragdo tedrica. Cexp = concentracdo real calculada a partir da curva analitica. DPR% = desvio-padréo

relativo (%).

5.6.  Eficiéncia de incorporacéo (E1%0)

A eficiéncia de incorporacdo representa a porcentagem de farmaco incorporado as NPs em
relagdo a quantidade total adicionada durante a sintese do sistema. A Tabela 08 apresenta o0s
valores de eficiéncia de incorporacdo para as amostras NPPi e NPPi S. Da sua andlise, pode-
se observar que 0 nanossistema preparado sem a etapa de sonicacdo na incorporacdo do
farmaco apresentou uma eficiéncia significativamente superior em relagdo a amostra sonicada
(76,2% e 60,7%, respectivamente). Apesar de ambos serem resultados bons, optou-se pela
amostra NPPi para as etapas de incorporacdo destas nanoparticulas em filmes poliméricos,.

Tabela 08. Eficiéncia de incorporacao do farmaco piperina.

Amostra CTpip (mg.mL™1) CLpip (mg.mL1) £ DP El (%) + DP
NPPi 1,0023 0,2385 (+ 0,001) 76,2015° (+ 0,102)
NPPi S 1,0018 0,3930 (+ 0,043) 60,7702" (+ 4,367)

CTprip = concentracdo tedrica da piperina; CLpip, = concentracéo livre da piperina; A equacéo do método analitico
utilizada foi: y = 196.315.315,04763x - 84.645,84779. Médias que ndo compartilham letras sobrescritas iguais

nas colunas séo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

5.7.  Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é usualmente considerada a mais
apropriada técnica de imagem para a caracterizacdo de nanoparticulas dos mais variados
tamanhos, formas, arranjo e grau de aglomeracdo. Um feixe de elétrons acelerados entre 5-30
keV é focalizado sobre a amostra, e as cargas refletidas (parte espalhada) sdo coletadas para
formar uma imagem (YAO & WANG, 2005). Uma das razBes para a técnica ser tdo
empregada € sua capacidade de resolucdo (menor que 1-2 nm), fornecendo imagens com
aparéncias tridimensionais com oOtimo contraste de fundo. No presente estudo, foram
observados o tamanho, a morfologia e o grau de agregacdo das amostras branco, branco S,
NPPi e NPPi S (Figura 24). No geral, verificou-se que tanto as NPs dos grupos placebo,
quanto as NPs com o farmaco incorporado, apresentaram-se esféricas e homogeneamente
distribuidas no campo de observacdo. As amostras sonicadas apresentaram-se mais
aglomeradas em comparagdo as amostra ndo sonicadas. A sonicagdo, em um primeiro

momento, diminui o tamanho das NPs, aumentando a razdo area superficial/volume. Num
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segundo momento, a energia vibracional fornecida ao sistema favorece o aumento da
frequéncia de colisdes das NPs, justificando a formacédo de agregados (a adesao de particulas,
especialmente devido as forcas de Van der Waals, aumenta quando o tamanho das particulas
diminui). Tal fato poderia explicar o porqué de terem sido observados diametros maiores nas
NPs sonicadas em relacdo as NPs ndo sonicadas quando medidos por DLS, pois ao serem
analisadas individualmente por MEV, constata-se que as primeiras sdo ligeiramente menores
(Dmedio nPri s = 140 nm e Dmedio neri = 170 nm). Ha de se mencionar que a MEV néo é uma
forma apropriada de medicdo do didmetro das particulas, uma vez que durante o preparo das

amostras para observacao no equipamento ocorrem fusdes e derretimentos poliméricos.

Figura 24. Microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas preparadas pelo método
de nanoprecipitacdo. (A) Branco, aumento x 20.000; (B) Branco S, aumento x 100.000; (C)
NPPi, aumento x 20.000; (D) NPPi S, aumento x 20.000.
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5.8.  Preparo e caracterizacao dos filmes poliméricos de AH/AS
Muitas caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas devem ser levadas em consideracao

no delineamento de membranas visando a aplicacdo em doencas inflamatdrias na pele.
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Membranas finas ou espessas, propriedades semipermeaveis ou permeaveis, com capacidade
ou ndo de absorver exsudatos, além de capacidade adesiva ou ndo adesiva. Um parametro
importante a ser considerado no preparo de membranas bioativas para aplicagdo em doencas
inflamatorias é o seu comportamento frente aos exsudatos, pois isso sera responsavel por
determinar o sucesso da adesdo da membrana, tempo de permanéncia no local de acdo,
liberacdo do ativo, resisténcia mecanica e reepitelizacdo. Nesse sentido, a acdo farmacoldgica
de membranas bioativas depende de sua hidrofilicidade, espessura, absor¢do de liquido e
permeabilidade ao vapor de 4gua (COSTA et al., 2020; DUTRA et al., 2017).

A partir de um universo inicial com mais de 40 amostras, foram selecionados 3 filmes
(A4, D3 e G4), um para cada grupo, empregando-se como critério de escolha os que
apresentaram espessuras mais finas, além de porcentagem de alongamento durante a

perfuracdo (%AP) e resisténcia a perfuracdo (Rp) maiores (Tabela 09 e Figura 25).

Tabela 09. Pardmetros analisados na caracteriza¢do mecanica dos filmes de &cido hialurénico

(AH)/alginato de sodio (AS). Os resultados sdo expressos como a média + desvio padréo.

Amostra Espessura (mm) AP (%) Rp (MPa) EP (N.s¥/mm®)
A 0,006¢n 1,822" 120,643 9,326¢¢¢
(£0,001) (£ 0,075) (£17,531) (£1,231)
AL 0,004 3,868%¢fan 235,506°¢ 13,1920¢
(£0,001) (£ 1,569) (£ 35,349) (£5,236)
Ao 0,007¢foh 10,5912P 168,683¢def 10,752bcde
(£0,001) (% 1,465) (£ 6,473) (£1,201)
A3 0,0059" 7,142bcdef 223,046°¢4 11,3830¢d
(+ 0,001) (+ 2,025) (+ 42,998) (+ 3,893)
A 0,004" 7,1660cdef 350,3942 17,9622°
(+ 0,001) (+1,277) (+ 36,630) (+ 3,546)
b 0,009¢%ef9 2,898¢9h 126,0344¢f 12,035P¢d
(+ 0,001) (+1,012) (+ 39,164) (+5,072)
D1 0,007&fgh 12,5018 263,9382b¢ 18,2802°
(£ 0,002) (£1,388) (£ 33,033) (£ 2,665)
D 0,010¢def 3,3948fgh 109,338°f 3,909%¢
(£ 0,001) (£ 1,587) (£ 45,279) (£2,187)
D3 0,006 6,376c4ef9 291,3718P 13,654P¢
(£ 0,001) (£0,648) (£ 59,637) (£2,238)
D4 0,008¢%efgh 6,731bcdefg 189,024¢d¢ 9,162¢¢¢
(+0,001) (+0,912) (+ 16,054) (+0,888)
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0,019° 10,1292b¢ 169,666°d¢1 26,209°
© (+ 0,005) (+ 0,793) (+ 36,735) (+2,527)
o1 0,016 7,273bcde 127,925%¢7 6,581°0
(+ 0,001) (+ 2,399) (+ 21,368) (+ 1,960)

o 0,0158b¢ 3,238f9n 84,132° 2,711°
(+0,001) (+0,624) (+8,362) (+0,358)
. 0,013b¢d 8,089b° 167,1750def 9,007¢°d¢
(+0,001) (+0,231) (+ 16,966) (+0,910)
o 0,012bcde 7,5600¢d 236,266°° 12,272be8
(+ 0,002) (+ 1,451) (+ 31,966) (+2,174)

Médias que ndo compartilham letras sobrescritas iguais nas colunas sdo significativamente diferentes pelo Teste
de Tukey (p < 0,05). AP (%) = porcentagem de alongamento durante a perfuragdo; Rp = resisténcia a

perfuracdo; EP = energia de perfuracdo por unidade de volume.

A espessura pode ser considerada um parametro determinante na funcdo de uma
barreira e pode influenciar diretamente os resultados das analises de absorcdo de liquidos,
solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua (COSTA et al., 2020). Entre as 3 membranas
analisadas, a membrana G4 apresentou maior espessura quando comparada com as
membranas A4 e D3, com uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05), fato
associado a maior concentracdo de polimeros nessas amostras. Em adi¢do, a membrana G4
apresentou-se mais fraca mecanicamente (menores valores de Rp) que as demais membranas,
sugerindo ligages mais frouxas, tendo variado de 120,6 MPa (Filme A) a 350,3 MPa (Filme
A4). Reducdo de propriedades mecanicas de membranas relacionadas a maior quantidade de
polimeros também foi relatada por outros autores (AL-HASSAN; NORZIAH, 2012; COSTA
et al., 2020; MENEGUIN et al., 2014). Os valores de energia (EP) estdo de acordo com 0s
demais resultados apresentados, uma vez que as membranas com maiores valores de Rp
(mais fortes mecanicamente) exibiram os maiores valores de energia. A porcentagem de
alongamento na ruptura (AP%) ndo apresentou diferenca significativa entre as membranas,
com valores entre 1,8 (Filme A) e 12,5 (Filme D1).
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Figura 25. Graficos dos parametros analisados na caracterizacdo mecanica dos filmes de
AH/AS. (A) Espessura; (B) Energia de perfuracdo por unidade de volume; (C) Resisténcia a
perfuracdo; (D) Porcentagem de elongacéo antes da ruptura.
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A partir destes 3 filmes preliminarmente selecionados, ensaios de caracterizacdo
mecanica foram realizados para a escolha da membrana mais adequada para incorporacéo do
nanossistema contendo a piperina, empregando-se como critério, 0s resultados dos ensaios de
porcentagem de intumescimento e permeabilidade ao vapor de agua.

A Figura 26 apresenta os resultados do ensaio de intumescimento empregando-se um
dispositivo de Enslin adaptado para os filmes A4, D3 e G4. Visualmente, os 3 filmes
apresentam poucas dissimilaridades, sendo o G4 0 mais espesso deles. Quando analisamos a
cinética de absorcdo de agua, porém, verifica-se que ha uma diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) entre 0 G4 e os outros 2 filmes (Tabela 10). Outrossim, apesar do
filme G4 ser o que menos absorveu adgua ao longo dos 60 minutos iniciais, ele apresenta 0s
dados melhor ajustados num modelo de regressio linear, com R? = 0,9406. A membrana D3,
por sua vez, apresentou taxa de absorcdo de liquidos elevada (maior hidrofilia) quando
comparada as demais, com uma diferenca significativa (p < 0.05). Em relagéo a composic¢ao
das membranas, a D3 apresenta maior concentragao de alginato de sodio quando comparado

as outras duas. O aumento da concentracdo de alginato nas membranas aumenta a
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molhabilidade e hidrofilicidade das mesmas e pode ser atribuido ao aumento de grupos
hidrofilicos livres. Tais achados estdo em concordancia com outros estudos (DUTRA et al.,
2017; SUN et al., 2013).

Figura 26. Perfil de intumescimento dos filmes polimeéricos de AS/AH. (A) Filme A4 e sua
curva de regressdo linear; (B) Filme D3 e sua curva de regressédo linear; (C) Filme G4 e sua

curva de regressao linear.
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Tabela 10. Perfil de intumescimento dos filmes A4, D3 e G4.

Média = DP

Tempo
Ad (%) D3 (%) G4 (%)

1 10,00° + (2,00) 24,67° + (3,06) 9,00° + (1,73)



2 20,002 + (4,00) 29,007 + (4,58) 11,67° + (4,04)
5 20,00%° + (4,00) 34,674 + (9,71) 13,33 + (4,62)
10 23,33° + (3,06) 40,33 £ (8,02) 16,33° + (0,58)
15 31,00%" + (5,57) 41,67° £ (8,50) 22,33° + (5,69)
25 39,67° + (9,50) 44,00° + (10,58) 30,33 + (3,79)
30 42,6725 £ (7,77) 48,33 £ (7,23) 30,33 + (3,79)
45 44,33 £ (5,03) 53,67 + (4,93) 33,33° + (1,53)
60 49,6725 + (6,11) 59,67 + (7,51) 42,33 + (2,08)
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Médias que ndo compartilham letras sobrescritas iguais nas mesmas linhas sdo significativamente diferentes
pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

O processo de cicatrizacdo de doencas inflamatorias da pele envolve o desenvolvimento
de fibroblastos e tecidos no local da inflamagdo, além de capilares. O tecido desenvolvido
pode responder a fatores externos distintos, entre eles, traumas mecéanicos que podem ser
originados durante o desenvolvimento do novo tecido. Para que esses traumas sejam evitados
o0 ideal é que as membranas ndo induzam a formacdo de coagulos no local de acdo. Além
disso, a capacidade de manter a umidade do local inflamado também define o sucesso do
tratamento com membranas. Além de ser hidrofilica, a membrana deve ser capaz de adsorver
0s exsudatos e manter o local umido e ao mesmo tempo manter sua integridade. Dessa forma,
a determinacdo do perfil de absorcdo de liquidos, € uma medida que pode predizer o sucesso
das biomembranas (DUTRA et al., 2017).

Existem 2 classificagfes de intumescimento: o ilimitado e o limitado. O primeiro
culmina espontaneamente na dissolucdo total. As moléculas do solvente possuem maior
mobilidade do que as moléculas do polimero. Desta maneira, as moléculas do polimero
necessitam de um certo tempo para se integrar na fase do solvente. Como consequéncia, antes
de se dissolver, o polimero absorve grande parte do solvente, ou seja, intumesce. Quando a
interacdo do polimero com o solvente é limitada ao estagio de sorcdo do liquido pelo
polimero, a dissolucdo espontanea ndo ocorre, ou seja, as cadeias poliméricas ndo se separam
completamente umas das outras. Ocorre a formacgdo de 2 fases: a solugdo do liquido no
polimero e uma outra do solvente puro ou de uma solucdo bem diluida de polimero. Se o
polimero é composto por uma rede tridimensional formada através de ligagdes quimicas entre
as cadeias poliméricas, estas cadeias ndo se separam a qualquer temperatura (abaixo da

decomposic¢do do polimero). Eles ndo se dissolvem e o processo de dissolugdo é limitado ao
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estagio de intumescimento, sendo este o caso dos filmes de alginato de calcio (ZACTITI,
KIECKBUSCH, 2006).

Em relacdo doencas inflamatdrias da pele, a perda de liquido em excesso e a retencao
sdo parametros que influenciam diretamente para uma ma cicatrizagdo. Um equilibrio de
umidade é fundamental no processo de cicatrizagdo, dessa forma membranas semipermeaveis
sdo desejaveis (COSTA et al., 2020). Relatos na literatura apontam que membranas
semipermedveis apresentam resultados mais rapidos em processos inflamatorios que
membranas totalmente oclusivas (VISSCHER et al., 2001). A qualificagdo de filmes em
relacdo a suas propriedades de barreira ao vapor de dgua pode ser estabelecida através da
comparacdo com algum material ja existente no mercado. Uma forma apresentada por
KROCHTA; MULDER-JOHNSTON (1997) é a definicdo de faixas de valores que
corresponderdo a filmes com boas, moderadas ou pobres propriedades de barreira, conforme

mostrado na Tabela 11.

Tabela 11. Classificacdo da permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

Propriedades PVA (g.mm.m>2.h1.Pa?)
Pobre 10 - 100
Moderada 0,10-10
Boa 0,01-0,10

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a membrana G4 com maior taxa de
permeabilidade quando comparada as demais membranas analisadas, com diferenca
significativa (p < 0.05), e tais achados podem sugerir que membranas com ligacdo mais

frouxas apresentam maior facilidade na difusdo de moléculas de agua através da membrana (

Figura 27). De acordo com a Tabela 11, as membranas A4 e D3 foram classificadas

como boas e a membrana G4 como moderada (semi-permeavel).

Figura 27. Permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de AS/AH.
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Informacg6es de agrupamento usando método de Tukey e 95% de confiancga.

Considerando-se 0s 2 ensaios (intumescimento e PVA), o filme selecionado para a
incorporacdo do farmaco e do nanossistema (Feip € Fnepi, respectivamente) foi o G4, por
apresentar um perfil de intumescimento mais preditivo e ser classificado como
semipermeéavel ao vapor d’agua (permeabilidade moderada). Além disso, sua translucidez,
maleabilidade, adesividade, boa resisténcia mecénica e espessura adequada corroboram a
escolha.

A

Figura 28 apresenta o0s resultados de caracterizagdo mecanica dos filmes G4
preparados apenas com o farmaco (Feip) € preparados com o nanossistema (Fnperi). Com
excecdo da porcentagem de elongacdo, a qual varia significativamente entre Fpip € Fnppi, 0S
demais pardmetros analisados ndo apresentam diferencas significativas com p < 0,05. A
adicdo da matriz polimérica contendo o nanossistema tornou a estrutura do filme G4 mais
rigida, sendo menos susceptivel a elongacdo antes de sua ruptura, diminuindo praticamente

pela metade sua capacidade de resistir ao rompimento.

Figura 28. Propriedades mecanicas do filme G4 com a piperina (Frip) € 0 nanossistema
incorporados (Fnepi).
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A Figura 29 apresenta os resultados do ensaio de bioadesdo das membranas
poliméricas de AS/AH. A bioadesdo refere-se a capacidade de macromoléculas sintéticas,
bioldgicas ou hidrocoloidais de aderirem a tecidos biolégicos (MATHIOWITZ et al., 1999).
As vantagens do uso de sistemas bioadesivos como carreadores de drogas incluem
prolongamento do tempo de permanéncia da droga no local de absorcdo, contato
intensificado com a barreira epitelial, frequéncia diminuida de aplicacdo de doses e melhor
adesdo do paciente a terapia (CARVALHO et al., 2010).

Figura 29. Forca de bioadesdo e trabalho de bioadesdo do filme de G4 contendo o farmaco
(Frip) € do filme G4 contendo o nanossistema (Fneei), empregando-se peles de orelhas de

porco dermatomizadas.
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Embora os valores encontrados para o trabalho (0,22 + 0,07 N.seg e 0,14 + 0,80 N.seg
para Fpip € Fnepi, respectivamente) e para forga de bioadesdo (1,30 + 0,37 N e 0,80 £ 0,23 N
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para Fpip € Fnppi, respectivamente) em ambos os filmes ndo difiram estatisticamente entre si a
um nivel de 95% de significancia, observa-se que os filmes contendo o nanossistema
incorporado apresentam adesividade ligeiramente inferior a pele de porco quando
comparados com os filmes contendo apenas o farmaco. A forca de bioadesdo, ou pico de
forca de adesdo, refere-se a altura do pico da curva de tensdo-deformacdo, que representa a
forca exigida para separar 0 corpo de prova do substrato. Ja o trabalho de bioadeséo € a area
sobre a curva de tensdo-deformacdo e refere-se a energia necessaria para romper a ponte
adesiva (PHARMACEUTICAL BULLETINS, 2008).

5.9.  Avaliacéo do perfil de liberacéo e de permeacao in vitro da piperina.

A liberacdo de farmacos a partir de nanossistemas incorporados em sistemas
poliméricos pode ser governada por diversos mecanismos tais como a dessor¢do do farmaco
associado a superficie da particula, o relaxamento das cadeias poliméricas seguido da difusao
do farmaco através da matriz intumescida, a difusdo através de uma membrana controladora
das taxas de liberacdo, a erosdo da matriz ou, como em muitos casos, pela combinacdo de
varios desses mecanismos (SCHAFFAZICK et al., 2003). A interpretacdo dos valores obtidos
no ensaio de liberacdo in vitro foi realizada empregando-se diferentes modelos matematicos
(Ordem 1, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Hixon-Crowell) as curvas obtidas a partir das

porcentagens de liberacdo da piperina em funcéo do tempo (

Figura 30), utilizando o software Sigma Plot 14.5 para a avaliacdo do que melhor
representasse a cinética de dissolucdo das NPs e 0 mecanismo de liberacdo do ativo (COSTA,
SOUZA-LOBO, 2001).

Para o Feip foi observado um aumento da concentragdo para aproximadamente 9 pg/cm?

em torno de 12 horas, mantando-se um taxa de liberacdo constante apds esse tempo (

Figura 30). De acordo com os valores dos coeficientes de correlagdo R? calculados, o
modelo que apresentou melhor correlacdo com os dados de liberacdo da piperina foi o de
Korsmeyer-Peppas (Tabela 12).

Para o Fnepi, foram testadas duas condigGes: i) utilizando-se membrana filtrante de
poliéterssulfona (PES) de 0,45 pum de didmetro; ii) utilizando-se membrana filtrante de
celulose de 0,45 um de didmetro. A quantidade de piperina liberada no segundo caso foi

muito maior, atingindo no pico cerca de 3 vezes a quantidade liberada no ensaio com o filtro
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de PES (0,0040 pg/mL e 0,0014 pg/mL, respectivamente). Em ambos os casos, ap6s 9 horas

comecou haver um decaimento na taxa de liberacdo do farmaco (

Figura 30). Também pdde-se verificar que nas duas situagdes o modelo cinético mais
ajustado foi novamente o de Korsmeyer-Peppas, com valores de R? = 0,34 e 0,43,
respectivamente (Tabela 12).

O modelo de Korsmeyer-Peppas baseia-se na Lei das Poténcias e estabelece uma
relacdo exponencial entre a liberacdo do fA&rmaco com o tempo:

% =at" (Equacdo 13)

Onde: a = constante cinética que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas
da forma de liberacdo controlada; n = expoente de liberacdo; Mt/Mw = fracdo do farmaco
liberada ao longo do tempo t. PEPPAS (1985) usou o valor de n de modo a caracterizar os
diferentes mecanismos de liberacéo, tendo concluido que valores de n = 0,5 descrevem o
modelo de difusdo Fickiano, valores de n entre 0,5 e 1,0 descrevem um modelo de transporte
ndo-Fickiano ou anémalo, n = 1,0 descrevem um modelo de transporte caso Il, e n maior que
1,0 descrevem um modelo de transporte de super caso Il (Tabela 13). No caso de sistemas
esféricos, n serd 0,45 e 0,89 em vez de 0,5 e 1,0, respectivamente. Este modelo é geralmente
usado para analisar a liberacdo de formas farmacéuticas poliméricas quando o mecanismo de
liberacdo ndo € bem conhecido ou quando pode estar envolvido mais de um tipo de liberacao.

Para o Fpip, 0 valor de n = 0,55 sugere que a liberacdo da piperina foi controlada pelas
taxas de relaxamento das cadeias poliméricas e de difusdo do farmaco na estrutura
intumescida, caracterizando transporte nao-Fickiano ou anémalo (Tabela 12 e Tabela 13).
No transporte ndo-Fickiano ou anémalo, as cadeias poliméricas ndo apresentam mobilidade
suficiente para permitir uma penetracdo rapida do solvente para o interior da matriz
polimérica, sendo que as velocidades de difusdo do solvente e do relaxamento do polimero
séo da mesma ordem de magnitude.

Para o Fnppi (PES) e para o Fneri (Cel), os valores de n < 0,45 (0,34 e 0,43,
respectivamente) ndo nos permitem assegurar que a liberacdo de fato respeite o modelo
tedrico, impossibilitando predizer o tipo de transporte que estd ocorrendo na liberacdo da
piperina das nanoparticulas (Tabela 12 e Tabela 13). Essa deficiéncia no ajuste dos dados
experimentais pode ser atribuida a inadequacdo do modelo e/ou a uma certa dispersdo dos

resultados experimentais.
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Figura 30. Perfil de liberacdo de piperina do filme G4 em meio contendo tampao PBS (pH
7,4), etanol (20%, v/v) e surfactante (Tween® 20, 2% v/v). Os resultados sdo apresentados

como a média + desvio padrdo de 3 replicatas.
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Tabela 12. Coeficiente de correlacdo e parametros dos modelos matematicos de cinética de
liberacdo do farmaco.

Modelo

Amostra Higushi Korsmeyer-Peppas Ordem 1 Hixon-Crowell

R? k R? k n R? k R? k
Frip (PES)  0,9530 2,14  0,9563 1,87 0,55 0,8390 0,005 0,8337 0,001
Fnepi

0,8342 1,47 0,9007 2,23 0,34 0,3872 0,003 0,3809 0,001
(PES)
Fneri (Cel) 09328 4,75  0,9420 5,70 0,43 0,6940 0,012 0,6773 0,004

Tabela 13. Interpretagdo dos mecanismos de liberagcdo a partir dos filmes poliméricos para
sistemas esfeéricos.

Expoente de liberagéo Mecanismo de transporte do Velocidade como fungéo
(n) farmaco do tempo
0,45 Difuséo (conforme Lei de Fick) 05
Entre 0,5e 0,89 Transporte Anémalo th-1

0,89 Transporte Caso-II Ordem zero
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Maior que 0,89 Super Transporte Caso-l11 th-1

Fonte: PEPPAS (1985).

Quanto & permeacdo, 0s resultados sdo apresentados na Figura 31. Em ambas
situagdes, seja no Fpip quanto no Fnepi, Observou-se uma taxa de passagem lenta até 14 horas,
quando entdo comecou a haver um aumento exponencial na concentracdo recuperada do
farmaco. Este fato € bastante positivo quando pensamos numa aplicacdo anti-inflamatdria
local do ativo, uma vez que sua taxa de penetracdo nas camadas da pele é bastante lenta,
evitando uma agéo sistémica.

Figura 31. Piperina recuperada da pele de porco dermatomizada apds 24 horas de
experimento de permeacéo in vitro. (A) Perfil de recuperacédo de piperina a partir do filme G4
(Frip); (B) Perfil de recuperacdo de piperina contida no nanossistema incorporado no filme
G4 (Fnepi).
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5.10. Avaliacéo do ensaio de reten¢do cutanea in vitro

Para entender o comportamento das formulagfes ap6s a administracdo cutdnea, o
estudo da retencdo da piperina foi realizado utilizando a técnica de tape-stripping. Esta
técnica, quando padronizada, mostra-se adequada para determinar a dermatocinética de
formulagbes topicas, medida a partir da concentracdo do farmaco retido nas camadas da pele
(ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008). No presente estudo, apos 24 horas de ensaio, foi
observada no compartimento receptor uma recuperacdo de 17.85% para as membranas
contendo apenas o farmaco (Feip) € 15.77% para as membranas contendo o nanossistema
(Fnppi). Partindo de uma massa inicial de 705 pg, a quantidade recuperada de farmaco
aplicada nas formulacGes foi menor nas camadas do estrato corneo (4.8 0 ug para 0 Fnepi €
152.5 ng para o Fpip) quando comparada a quantidade recuperada na derme + epiderme (10.0
ug para o Fneri € 256.8 pg para o Fpip) (Figura 32). O acumulo preferencial de piperina na

derme pode favorecer um transporte atraves dos foliculos pilosos (PRACA et al., 2017).

Figura 32. Quantidade retida in vitro de piperina. (A) Concentracdo de piperina retida no
estrato corneo (pg/cm?); (B) Concentracdo de piperina retida na derme + epiderme (ug/cm?);
(C) Concentragéo de piperina recuperada no compartimento receptor (g/cm?).
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5.11. Ensaio de citotoxicidade

J& é bem estabelecido na literatura que experimentos com linhagens celulares facilitam
a reprodutibilidade dos resultados, e s&o comumente utilizados em ensaios de citotoxicidade
(ROGERO et at., 2003). Os ensaios celulares aqui apresentados foram realizados com
fibroblasto de rato (L-929). Esta linhagem é recomendada pela ISO 10993-5, sendo
comumente utilizada em estudos de biocompatibilidade (MENESES et al., 2020).
Considerando toda a discussdo dentro da sociedade cientifica em relacdo a utilizacdo de
animais para testes de substancias, os testes in vitro comumente precedem os testes in vivo.
Os métodos para avaliagdo de citotoxicidade s&o reprodutiveis e de baixo custo e, apesar de
ser conhecido que os resultados in vitro ndo sdo exatamente 0s mesmos que in vivo, é verdade
que um material que apresente alta citotoxicidade celular provavelmente serd toxico aos
tecidos (OSORIO et al., 1998).

Antes de iniciar o experimento propriamente dito, a viabilidade celular foi avaliada

verificando-se a presenca de mais de 90% de celulas vidveis. A citotoxicidade dos materiais
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foi avaliada pela formacéo de halo ao redor do disco de membrana testado. Os halos foram

medidos com grade milimétrica e paquimetro. O halo formado foi divido em 4 quadrantes ao

redor de sua circunferéncia e sua extensdo foi mensurada. A extensdo das areas descoradas

por quadrante (Q) é apresenta na Tabela 14.

Tabela 14. Medidas da extensdo (mm) das areas descoloridas por quadrante relativas ao

ensaio de citotoxicidade (método de difusdo em &gar).

Sistema Area- Poco 1 Poco 2 Pogo 3
descolorida
Quadrante QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 Q4
Piperina Extensdo (cm) 0,9 08 09 1,0 09 10 12 13 13 1,2 12 13
livre Média 0,9 1,1 1,2
Média final 1,0
Quadrante QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 o4 Q1L Q2 Q3 o4
Controle Extensdo (cm) 1,1 10 10 12 12 10 12 10 10 12 12 10
positivo Média 11 1,2 1,1
Média final 11
Quadrante QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 4 QL Q2 Q3 Q4
Controle Extensdo (cm) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
negativo Média 0 0 0
Média final 0
Quadrante Ql Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 Q4
Filme + Extensédo (cm) 05 04 03 04 03 03 05 04 04 03 04 03
branco Média 0,4 0,4 0,3
Média final 04
Quadrante QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 o4 Q1L Q2 Q3 o4
Filme + Extensdo (cm) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
piperina Média 0 0 0
Média final 0
Quadrante QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 4 Q1L Q2 Q3 Q4
Filme + Extensdo (cm) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NPPi Média 0 0 0
Média final 0
Quadrante Ql Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 Q4 QL Q2 Q3 Q4
Filme Extensédo (cm) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 0 0 0
Média final 0
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As médias quantitativas de citotoxicidade obtidas para cada sistema foram aplicadas a
tabela de grau de citotoxicidade (Tabela 15) para obtencdo dos resultados qualitativos. Da
sua observacdo, nota-se que tanto as membranas contendo o farmaco livre quanto as
membranas contendo o farmaco nanoencapsulado ndo conferem riscos de lesdo celular direta

na area que serao aplicados na pele.

Tabela 15. Resultados qualitativos de citotoxicidade.

Sistema Média final do halo (cm) Citotoxicidade
Piperina livre 1,0 Severa
Controle positivo 1,1 Severa
Controle negativo 0 Auséncia
Filme + branco 0,4 Moderada
Filme + piperina 0 Auseéncia
Filme + NPPi 0 Auséncia
Filme 0 Auséncia

5.12. Atividade anti-inflamatoria in vivo

A Tabela 16 mostra as porcentagens de inflamacdo e os valores de reducdo na
inflamacdo obtidos no ensaio in vivo. O farmaco nanoencapsulado (NPPi) e o filme contendo
apenas a piperina ndo apresentaram reducdo na atividade anti-inflamatoria significativa. Por
outro lado, o filme contendo a piperina nanoencapsulada apresentou a maior atividade anti-
inflamatdria, com uma porcentagem de reducdo da inflamacdo apenas 20% inferior a
dexametasona, demonstrando o potencial deste sistema. Além disso, pode-se notar que o
grupo tratado com a NPPi e o grupo tratado apenas com a membrana (sem droga)
apresentaram valores de reducdo semelhantes entre si, indicando que o acdo anti-inflamatoria

é devido a composicéo do sistema (farmaco nanoencapsulado + filme).

Tabela 16. Resultados de inflamacéo e reducdo da inflamacéo (média + DP).

Grupos Inflamacéo (%) Reducdo na inflamacéo (%)
NPPi 89,46 + 14,86 10,543P
Filme + piperina 84,80 + 26,49 15,20%P
Filme + NPPi 56,42 + 31,83 43,5820
Filme 89,14 + 46,64 10,86°"
Dexametasone (1 mg/g) 36,97 + 30,19 63,03"
Control - (sem tratamento) 100,65 + 25,37 02

Médias que ndo compartilham letras sobrescritas iguais na mesma coluna sdo significativamente diferentes pelo
Teste de Tukey (p < 0,05).
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6. CONCLUSOES

A piperina é um composto hidrofilico. Assim, a estratégia de nanoencapsulacdo pode
ser aplicada para aumentar sua solubilidade em agua para evitar a toxicidade introduzida
pelos excipientes ou solventes organicos utilizados na formulacdo, e também garantir sua
dose terapéutica. Neste sentido, 0 nanossistema sintetizado para a incorporacao da piperina
em biomembranas mostrou bons resultados, com reducdo de 43,6% na inflamacéo da orelha
dos camundongos tratados e auséncia de toxicidade contra fibroblastos, garantindo sua
seguranca. As nanoparticulas contendo o farmaco piperina (NPPi), obtidas através da técnica
de nanoprecipitacdo, apresentaram tamanho, PDI e potencial zeta altamente satisfatorios,
mantendo-se estaveis por, no minimo, 60 dias. O emprego de uma blenda de &cido
hialurénico e alginato de sédio em proporcdes adequadas resultou na sintese de membranas
finas e transparentes com boa resisténcia e maleabilidade, ideais para a incorporacdo do
nanossistema, o qual apresentou uma eficiéncia de encapsulamento de 76,2%. Considerando
as dificuldades préaticas de aplicacdo dos dispositivos no modelo experimental escolhido, os
resultados sdo bastante promissores, abrindo caminho para futuras investigacGes com vistas a

aplicacao deste sistema em modelos de doencas inflamatorias de pele.
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