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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE MICROPARTICULAS E COMPRIMIDOS
MICROPARTICULADOS CONTENDO PIPERINA

AUTORA: Aline Colling Schneider
ORIENTADORA: Cristiane de Bona da Silva
CO-ORIENTADORA: Leticia Cruz

A piperina é um alcaloide extraido de plantas do género Piper, entre as quais a espécie Piper nigrum,
a pimenta do reino, muito empregada na culinaria e na medicina tradicional indiana. Além disso, a
piperina apresenta atividades farmacolégicas importantes, como antioxidante, antitumoral e
neuroprotetora, além de promover aumento na biodisponibilidade de outros farmacos quando a ela
associados. Porém, quando administrada por via oral, apresenta como inconveniente a irritagao do trato
gastrintestinal, além de ser insoldvel em meio aquoso. A microencapsulacdo empregando a etilcelulose
€ uma alternativa para contornar estas caracteristicas, uma vez que este polimero é capaz de mascarar
sabores desagradaveis, além de promover o controle da liberacdo de substancias ativas
microencapsuladas. Portanto, neste trabalho, sistemas microparticulados a partir do polimero
etilcelulose contendo piperina foram preparados pela técnica de emulsificacdo-evaporacdo do solvente
O/A. As microparticulas desenvolvidas foram caracterizadas quanto ao rendimento do processo,
tamanho médio e distribuicdo do tamanho de particulas, teor de piperina, eficiéncia de encapsulamento,
morfologia, densidade bruta e de compactacéo, avaliacdo das propriedades de fluxo e liberacéo in vitro
do bioativo. Posteriormente, para viabilizar a administragdo das microparticulas, estas foram
convertidas em comprimidos, acrescidas de polacrilina potassica e Pullulan®, e preparados por
compressao direta. Os comprimidos microparticulados foram caracterizados de acordo com 0 peso
médio, dureza, espessura, teor de piperina, uniformidade de conteddo, morfologia e liberagdo da
piperina. O processo de obtencéo das microparticulas apresentou rendimento de 97,6 + 0,3 % e estas
mostraram-se esféricas, com tamanho de 190 + 13 um e Span de 1,698 + 0,180. A eficiéncia de
encapsulacao foi 90,0 + 0,9 %, um teor de piperina de 298,3 = 2,9 mg/g. O ensaio de liberacéo in vitro
demonstrou o controle da liberacé@o da piperina a partir dos sistemas microparticulados: em 24 h, foram
liberados 34,8 + 1,6 %, enquanto que 80,9 + 1,5% da piperina pura foi dissolvida. A avaliacdo da
densidade bruta e de compactacéo e a determinagéo do indice de Carr e do fator de Hausner revelaram
que as microparticulas possuem um excelente fluxo. Desta forma, para preparar os comprimidos
microparticulados foram utilizados como excipientes apenas um promotor de dissolucéo, Kyron® T-314,
e o diluente, Pullulan®. Os comprimidos apresentaram um peso médio de 99,1 + 0,9 mg; espessura de
3,38 £ 0,03 mm; dureza de 3,0 £+ 0,2 kgf e friabilidade de 0,4%. O teor de piperina foi de 19,7 + 0,4 mg,
proximo ao tedrico. A liberacao do bioativo a partir dos comprimidos foi controlada, liberando 49,4 + 2,4
% em 24 h, e o perfil de liberagdo se mostrou semelhante ao perfil de liberagéo da piperina a partir das
microparticulas. Com este resultado e a microscopia eletrénica de varredura, pode-se afirmar que as
microparticulas se mantiveram intactas ap6s a compressdo. Sendo assim, neste trabalho foram
desenvolvidos microparticulas e comprimidos microparticulados contendo piperina, 0s quais
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e perfis de liberacdo adequados para contornar 0s
obstaculos apresentados pela piperina para sua administragcéo por via oral e, portanto, os comprimidos
microparticulados sdo uma promissora forma farmacéutica para tal fim.

Palavras-chave: Bioativo. Piper nigrum. Etilcelulose. Emulsificacdo-evaporacdo do solvente.
Compressao.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MICROPARTICLES AND MICROPARTICULATED TABLETS
CONTAINING PIPERINE

AUTHOR: Aline Colling Schneider
ADVISOR: Cristiane de Bona da Silva
CO-ADVISOR: Leticia Cruz

Piperine is an alkaloid extracted from plants of the Piper genus, among which is the Piper nigrum
species, the black pepper, widely employed in Indian cooking and traditional medicine. Moreover,
piperine exhibits important pharmacological activities, as antioxidant, antitumoral and neuroprotector,
as well as improving other drugs bioavailability when associated to it. However, when orally
administered, presents as an inconveniency an irritation of the gastrointestinal tract and it’s insoluble in
aqueous media. Microencapsulation using ethylcellulose is an alternative to overcome this issues, since
this polymer is capable of masking unpleasant tastes and control the release of the microencapsulated
active ingredientes. Thus, in this study, microparticulated systems containing piperine were prepared
with the ethylcellulose polymer employing emulsification-evaporation of solvent O/W method. To
quantify piperine, an analytical methodology by spectroscopy in UV region was validated. The developed
microparticles were characterized regarding process yield, mean particle size and particle size
distribution, piperine content, encapsulation efficiency, morphology, bulk and tapped densities,
evaluation of flow properties and in vitro release of the active. After, to enable microparticles
administration, they were converted into tablets, with the addition of polacrilin potassium and Pullulan®,
and prepared by direct compression. The microparticulated tablets were characterized regarding weight,
hardness, thickness, piperine content, uniformity of content, morphology and piperine in vitro release.
The microparticles obtaining process presented 97.6 £ 0.3% yield and were spherical, with 190 £ 13 um
size and Span of 1.698 + 0.180. Encapsulation efficiency was 90.0 £ 0.9%, a piperine content of 298.3
+ 2.9 mg/g. The in vitro release demonstrated a controlled release of piperine from the microparticulated
systems: in 24 h, 34.8 £ 1.6% of piperine were release, while 80.9 + 1.5% of bulk piperine was dissolved.
Bulk and tapped density, Carr’s index and Hausner ratio revealed the microparticles have excellent flow
properties. Thus, to prepare the microparticulated tablets, the excipients employed were only a
dissolution promotor (Kyron® T-314) and the diluent (Pullulan®). The tablets presented 99.1 + 0.9 mg
weight; thickness of 3.38 + 0.03 mm; hardness of 3.0 + 0.2 kgf and friability 0.4%. Piperine content was
19.7 + 0.4 mg, close to the theoretical value. The active release from the tablets was controlled,
presenting 49.4 + 2.4 % release in 24 h and the release profile was similar to the profile release of
piperine from the microparticles. With this result and the scanning electron spectroscopy, it can be seen
that the microparticles remained intact after the compression. Therefore, in this study microparticles and
microparticulated tablets containing piperine were developed, which presented adequate physical-
chemical characteristics and release profiles in order to overcome the issues presented by piperine in
its oral administration and, so, the microparticulated tablets are a promising dosage unit for this purpose.

Keywords: Bioactive. Piper nigrum. Ethylcellulose. Emulsification-evaporation of solvent. Compression.
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APRESENTACAO

O presente trabalho foi organizado em INTRODUCAO, OBJETIVOS e
REVISAO BIBLIOGRAFICA; parte experimental e resultados, apresentados na forma
de ARTIGO. Os itens finais correspondem & DISCUSSAO GERAL, na qual estdo
mencionados resultados obtidos na realizagdo deste trabalho que ndo foram
contemplados no artigo, bem como uma compilacédo das informacdes relevantes, e
CONCLUSAO.
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1 INTRODUCAO

A piperina (1-piperoilpiperidina) € um alcaloide extraido de plantas do género
Piper, dentre as quais pode-se citar a pimenta preta ou pimenta do reino (Piper nigrum
Linnaeus), como € conhecida no Brasil (BUTT et al., 2013; RAVINDRAN;
KALLUPURACKAL, 2001).

A pimenta do reino possui grande importancia na culinaria, sendo amplamente
empregada como tempero dado seu sabor caracteristico, sua pungéncia e seu aroma
(RAVINDRAN; KALLUPURACKAL, 2001). Além disso, tem valor na medicina popular
por estimular a digestdo, sendo usada em quadros como indigestdo e diarreia
(AHMAD et al., 2012; SRINIVASAN, 2007).

A piperina € uma amida insolUvel em agua, se comportando, assim, como uma
base fraca (BUTT et al., 2013; RAVINDRAN; KALLUPURACKAL, 2001). Além disso,
devido a sua caracteristica pungente, pode causar irritacdo na sua passagem pelo
trato gastrintestinal (DESSIRIER et al.,, 1999; RENTMEISTER-BRYANT; GREEN,
1997).

Algumas importantes atividades farmacol6gicas vém sendo atribuidas a este
bioativo. Dentre estas, pode-se destacar atividade anti-inflamatoria (SABINA; NAGAR;
RASOOL, 2011), antioxidante (SABINA; NAGAR; RASOOL, 2011; UMAR et al., 2013),
antitumoral (DOUCETTE et al., 2013; GREENSHIELDS et al., 2015; SAMYKUTTY et
al.,, 2013; YAFFE et al., 2015) e neuroprotetora (CHONPATHOMPIKUNLERT;
WATTANATHORN; MUCHIMAPURA, 2010). Aléem disso, outros estudos atribuem a
piperina a propriedade de aumentar a biodisponibilidade de farmacos (BANO et al.,
1991; Bl et al., 2018; DI; WANG; LIU, 2015; JOHNSON et al., 2011; SHOBA et al.,
1998).

Uma alternativa para controlar a liberacao da piperina, diminuindo sua irritacao
e podendo facilitar sua dissolucéo nos fluidos corporais, € a incorporacdo destas em
microparticulas. Estes sistemas sédo definidos como particulas com tamanho na ordem
de micrémetros, podendo variar de 1-1000 um (BROWN, 2004; KUMAR, 2000).
Assim, dependendo das caracteristicas do polimero empregado na sua preparacao,
algumas vantagens estao associadas como a protecdo do farmaco do contato direto
com o ambiente, mascaramento de suas propriedades indesejaveis como gosto, odor
ou cor, e controle de sua liberacéo ou direcionamento a um local de agéo especifico
(BANSODE et al., 2010; GHOSH, 2006; LAM; GAMBARI, 2014).
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Porém, a administracdo de particulas na terapéutica ndo é comum. Portanto, a
conversado dos sistemas microparticulados em outras formas farmacéuticas como o0s
comprimidos facilitam a administracdo dos mesmos. Assim, excipientes se fazem
necessarios para a compressao de microparticulas, visando a manutencdo deste
sistema intacto mesmo apés a compresséo (HENG et al., 2000).

Diante do exposto, este estudo visou a microencapsulacdo da piperina,
empregando como polimero a etilcelulose, de forma a controlar a liberacdo do
bioativo. Apds, o estudo objetivou a conversdo destas em comprimidos
microparticulados, visando uma forma farmacéutica final para administracdo oral e

mantendo as caracteristicas associadas a microparticula.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho consistiu no desenvolvimento de
comprimidos multiparticulados contendo piperina a partir da compresséo direta de

microparticulas.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar microparticulas poliméricas de etilcelulose contendo piperina
empregando a técnica de emulsificacdo-evaporacdo do solvente O/A;

e Validar metodologia analitica por espectroscopia na regido do ultravioleta para
quantificar a piperina;

e Caracterizar os sistemas microparticulados de acordo com o rendimento, tamanho
meédio e distribuicdo do tamanho de particulas, teor de piperina, eficiéncia de
encapsulamento, morfologia, densidade bruta e de compactacao e avaliacado das
propriedades de fluxo;

e Preparar comprimidos a partir das microparticulas por compresséao direta;

e Caracterizar os comprimidos microparticulados de acordo com o peso médio,
dureza, espessura, friabilidade, teor de piperina e uniformidade de conteudo;

e Avaliar a integridade das microparticulas apds a compressdo a partir da
morfologia;

e Avaliar a liberacdo da piperina a partir das microparticulas e dos comprimidos

microparticulados.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PIPERINA

A piperina € um alcaloide extraido de varias plantas do género Piper, dentre as
quais pode-se citar a pimenta preta (Piper nigrum Linnaeus) (BUTT et al., 2013). O
cultivo desta planta tem origem na india, porém, atualmente se estende pelo mundo,
inclusive no Brasil, onde € popularmente conhecida como pimenta do reino (BUTT et
al., 2013; RAVINDRAN; KALLUPURACKAL, 2001).

Seus graos sdo amplamente empregados como tempero, devido ao sabor
caracteristico, pungéncia e aroma, valores estes conferidos, respectivamente, pelas
oleoresinas, pelas chamadas piperamidas (principalmente a piperina) e pelos 6leos
volateis, alguns de seus componentes (FRIEDMAN et al., 2008; RAVINDRAN;
KALLUPURACKAL, 2001; ZACHARIAH et al., 2010).

A ingestdo da pimenta preta estimula o transito gastrintestinal por aumentar a
producdo de saliva e ativar algumas enzimas intestinais e pancreaticas, além da
secrecdo da bile, podendo contribuir na indigestéo e diarreia (AHMAD et al., 2012;
SRINIVASAN, 2007).

Além das oleoresinas, da piperina e dos 6leos volateis ja citados, a pimenta
preta possui outras piperamidas como chavicina, piperidina e piperetina; diversos tipos
de polifendis, terpenos, esteroides, lignanas, neolignanas, flavonas, dentre outros
compostos como, por exemplo, acido cafeico e acetilcolina (FRIEDMAN et al., 2008;
MURTHY; BHATTACHARYA, 2008; MUSENGA et al., 2007; PARMAR et al., 1997;
SHAIKH; BHOSALE; SINGHAL, 2006).

Dentre a grande variedade de constituintes da pimenta preta, a piperina (1-
piperoilpiperidina) € o alcaloide mais prevalente e, desta forma, o mais estudado
(FRIEDMAN et al., 2008).

A piperina foi isolada pela primeira vez pelo quimico Hans Christian Oersted,
em 1819, como uma amida, de féormula molecular Ci7H1903N (RAVINDRAN;
KALLUPURACKAL, 2001). Ela se comporta com uma base fraca, possuindo um pKa
de 12,22; é insoluvel em agua e apresenta coloracdo amarelada (BUTT et al., 2013;
O'NEIL, 2006; PARMAR et al., 1997; RAVINDRAN; KALLUPURACKAL, 2001). Além
disso, possui quatro isbmeros: a isopiperina (Z,E-(cis-trans)-piperina), a isochavicina

(E,Z-(trans-cis)-piperina), a chavicina (Z,Z-(cis-cis)-piperina) e a propria piperina (E,E-
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(trans-trans)-piperina) (figura 1). E sensivel a luz, podendo, com este estimulo, ser

convertida aos seus isomeros (KOZUKUE et al., 2007).

Figura 1 — Estrutura quimica da piperina (A), chavicina (B), isoperina (C) e isochavicina
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Fonte: (KOZUKUE et al., 2007)

Alguns estudos foram realizados em ratos para avaliar o metabolismo da
piperina apdés a administracao oral ou intraperitoneal. Independente da via, 97% do
bioativo foi absorvido e 3% foi eliminado intacto nas fezes, além de ocorrer um
aumento na eliminacao de glicouronideos conjugados, sulfatos e fendis na urina até o
quarto dia apdés a administracdo. Além disso, ndo € biotransformada durante a
absorcdao (BHAT; CHANDRASEKHARA, 1986). Outro estudo demonstrou uma
absorcdo de 96 %; nao foi detectada na urina, porém, 3,6% foi eliminada nas fezes
(SURESH; SRINIVASAN, 2010).

Por outro lado, a piperina, sendo uma substancia lipossollvel, pode ter sua
aplicacdo direta na terapéutica limitada. Como sua dissolugdo € restrita, seriam
necessarias altas doses de piperina para se alcancar o efeito terapéutico desejavel
(SHITYAKQV et al., 2019).

A respeito da seguranca do consumo de piperina, foi realizado um estudo
patrocinado pela Organizacédo Internacional das Industrias de Aromas (IOFI), a fim de
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avaliar sua seguranca quando usada como aromatizante (BASTAKI et al., 2018). Em
um estudo preliminar de 14 dias, foram testadas as doses equivalentes a 50, 75 e 300
mg/kg/dia em ratos Sprague-Dawley de ambos o0s sexos. A partir deste, verificou-se
gue 0s animais que receberam a maior dose apresentavam postura encurvada
moderada, aparéncia magra e desidratacdo moderada e, portanto, foi excluida por
causar toxicidade significativa. Ja na dose intermediaria, somente foi observado
volume fecal diminuido e, na menor dose, nenhum sinal clinico.

Para o estudo toxicoldgico de 90 dias, foram selecionadas as doses de 5, 15 e
50 mg/kg/dia. Verificou-se ganho de peso diminuido em ratos machos que receberam
a maior dose, o que os pesquisadores atribuiram a menor palatabilidade da dieta com
altas concentracbes de piperina, porém, ndo foram observados sinais clinicos
significativos de toxicidade em nenhuma das dosagens testadas. Como conclusdo do
estudo, foi determinado que o Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis (NOAEL) da
piperina é de 50 mg/kg/dia.

Diversas atividades farmacoldgicas observadas na medicina popular indiana
através do consumo da pimenta preta sao atribuidas a piperina. Dentre estas, pode-
se destacar atividade antioxidante, antitumoral e neuroprotetora (AHMAD et al., 2012;
BUTT et al., 2013; SRINIVASAN, 2007).

Outros estudos também relatam a atividade antioxidante da piperina. Esta
pode ser explicada por seu carater lipofilico, que permite que ela interaja com radicais
livres, levando a formacdo de espécies estaveis, impedindo a peroxidacao lipidica
promovida pelos mesmos (KHAJURIA; ZUTSHI; BEDI, 1998; KRISHNAKANTHA,
LOKESH, 1993). Umar e colaboradores (2013) também demonstraram um aumento
na atividade de enzimas antioxidantes relacionado ao tratamento com piperina.

Apesar das varias atividades farmacologicas apresentadas pela piperina, um
dos maiores apelos é a atividade antitumoral demonstrada pela mesma. Doucette e
colaboradores (2013), realizando estudos in vivo, ex vivo e in vitro, comprovaram que
a piperina inibe varios aspectos da angiogénese, processo intimamente relacionado
com a progressao tumoral, nas trés condi¢gfes estudadas.

Também, foi demonstrada sua acdo na inibicdo na progressao tumoral por
impedir a proliferacdo celular através da inducéo de apoptose nas células de cancer
de mama triplo negativo (GREENSHIELDS et al., 2015), cancer prostatico androgeno-
dependente e independente (SAMYKUTTY et al., 2013) e de cancer de colon (YAFFE
et al., 2015).
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Chonpathompikunlert e colaboradores (2010) avaliaram a capacidade
neuroprotetora da piperina frente a um modelo de doenca de Alzheimer. Seus
resultados mostram uma melhora no quadro de perda de memoéria e
neurodegeneracdo, o que pode ser associado a um aumento na densidade de
neurdnios e inibicdo na atividade da enzima acetilcolinesterase no hipocampo.

Além disso, a piperina foi relacionada a aumento na biodisponibilidade de varios
outros farmacos e bioativos, tais como curcumina (SHOBA et al., 1998), resveratrol
(JOHNSON et al., 2011), propranolol e teofilina (BANO et al., 1991) e emodina (DI,
WANG; LIU, 2015). Isto se da pelo efeito inibitério das enzimas hepaticas
responsaveis pelo metabolismo de farmacos, principalmente o complexo citocromo P-
450, promovida pela piperina (ATAL; DUBEY; SINGH, 1985; DALVI; DALVI, 1991).
Recentemente, demonstrou-se que a piperina aumentou a biodisponibilidade da
silibina por outro mecanismo, atuando na inibicdo de transportadores de efluxo e
inibindo a excrec¢ao biliar desta substancia e de seus metabdlitos conjugados (Bl et
al., 2019).

3.2MICROPARTICULAS POLIMERICAS

O desenvolvimento de microcapsulas empregando polimeros como material de
revestimento foi introduzido pelo pesquisador canadense Thomas Chang, em 1964,
com a microencapsulacdo de um hemolisado de eritrocitos empregando como
membrana polimérica o nylon (CHANG, 1964).

As microparticulas poliméricas sao definidas como particulas com tamanho na
ordem de micrOmetros, podendo variar de 1 a 1000 ym (BROWN, 2004; KUMAR,
2000). A morfologia destas particulas pode variar dependendo das propriedades de
seus componentes, bem como a técnica empregada na sua preparacao
(GHARSALLAOQUI et al., 2007; GHOSH, 2006).

Elas podem ser divididas, morfologicamente, em microesferas, que sé&o
microparticulas esféricas nas quais a substancia encapsulada esta distribuida
homogeneamente no polimero, ou seja, sdo sistemas matriciais. JA 0 termo
“microcapsulas” se refere a microparticulas que possuem um nucleo liquido ou sdlido,
circundado por um material de revestimento (BROWN, 2004). Apesar desta distingéo
morfoldgica, normalmente estes termos sdo usados como sinénimos (BROWN, 2004;
KUMAR, 2000).
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Além destes, Kawashima e colaboradores (1992) desenvolveram um novo tipo
de sistema microparticulado flutuante: os microbalées ou microesferas ocas. Este
sistema € caracterizado por possuir uma cavidade e nao ter poros em sua superficie.
Ademais, apresenta boa flutuabilidade, o que prolonga o tempo de residéncia da
formulacéo no trato gastrintestinal.

Os sistemas microparticulados contornam alguns obstaculos frequentes na
terapia convencional, podendo aumentar a eficacia terapéutica e a biodisponibilidade
dos farmacos (LAM; GAMBARI, 2014). Desta forma, alguns inconvenientes que
podem ser minimizados pela microencapsulacdo sdo: protecdo de substancias do
contato direto com o ambiente, protegendo-as da luz, pH, calor ou oxidacao;
mascaramento de propriedades indesejaveis como gosto, odor ou cor, e controle da
liberacdo ou direcionamento a um local de acdo especifico. Além disso, a
microencapsulacédo tende a facilitar o processamento, por melhorar a solubilidade, a
dispersibilidade e as caracteristicas de fluxo das particulas (BANSODE et al., 2010;
GHOSH, 2006; LAM; GAMBARI, 2014).

Muitas destas vantagens séo conferidas pelo revestimento empregado na
preparacao das microparticulas poliméricas, ou seja, pelos polimeros. Dentre estres
materiais, se encontra a etilcelulose, composta pela polimerizacdo de moléculas de
anidro-glicose, unidas por ligacdes acetal (figura 2) (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

Figura 2 — Estrutura molecular da etilcelulose
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A etilcelulose é capaz de conferir propriedades de fluxo plasticas as particulas
e de absorver pressédo, sendo, por isto, amplamente utilizado para preparar
microparticulas que serdo posteriormente comprimidas (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009, MURTAZA, 2012). Além disso, a microencapsulacao de farmacos e ativos com
este polimero pode ser empregada para aumentar a estabilidade dos mesmos frente
a hidrdlise e oxidacao, mascarar sabor desagradavel e, a maior de suas aplicacdes,
modificar a liberacdo das substancias ativas associadas, atuando como uma barreira
através da qual o farmaco pode ser liberado de forma controlada (MURTAZA, 2012;
ROGERS; WALLICK, 2011; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Existem diferentes tipos de etilcelulose com viscosidades variando de 3 a 105
mPa.s. Maiores viscosidades correspondem a maiores massas moleculares e foram
associadas a maior resisténcia a ruptura provocada pela compressdo e maior
eficiéncia de encapsulacado (ROGERS; WALLICK, 2011).

Este polimero € relatado como atéxico, antialergénico e nao irritante, sendo
muito empregado em formulacBes farmacéuticas topicas, orais e em produtos
alimenticios, sendo que a maior quantidade de etilcelulose administrada oralmente em
um comprimido de liberacdo sustentada foi de 308,8 mg (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

3.3MICROENCAPSULACAO COM ENFASE NA EMULSIFICACAO-EVAPORACAO
DO SOLVENTE

Varios meétodos sdo descritos na literatura para a preparacdo de
microparticulas, divididos em processos fisico-quimicos, como coacervagao simples
ou complexa, e emulsdo-evaporacdo do solvente; processos quimicos, como
polimerizacao interfacial e inclusdo molecular; e processos fisico-mecénicos, como
secagem por aspersao e extrusao (GHOSH, 2006; JYOTHI et al., 2010).

Assim, a escolha do método mais adequado é baseada nas propriedades fisico-
guimicas da substancia a ser encapsulada, do material de revestimento, do tamanho
meédio das particulas e dos mecanismos de liberacdo desejados, além de um custo
compativel (GHOSH, 2006).

A técnica de emulsificac@o-evaporacdo do solvente é um método simples e um
dos mais explorados para a preparagdo de microparticulas (CHOWDARY;
SRINIVASA, 2004; MURTAZA, 2012). Este método possui basicamente duas etapas:
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a formacdo de uma emulsdo entre dois liquidos imisciveis na presenca de um
tensoativo e a evaporacdo do solvente organico (MURTAZA, 2012; ODONNELL,;
MCGINITY, 1997).

Para tanto, a solubilidade do farmaco ou ativo a ser encapsulado deve ser
considerada. Na preparacao de microparticulas com farmacos ou ativos sollveis em
agua deve-se empregar um sistema anidro, como emulsificacdo O/O ou sistemas de
multipla emulsificacdo, uma vez que, se a agua fosse a fase continua, o ativo
hidrofilico tenderia a particionar, resultando em microparticulas com baixa eficiéncia
de encapsulacdo. J& para microencapsular farmacos e bioativos insollveis ou pouco
soluveis em &gua, a formacdo de uma emulsdo simples O/A pode ser empregada
(ODONNELL; MCGINITY, 1997).

Para tal, o material de revestimento deve ser disperso em um solvente organico
imiscivel em agua, geralmente diclorometano, acetato de etila ou cloroférmio e nesta
dispersdo o farmaco deve ser disperso ou dissolvido. Esta fase organica é entdo
emulsificada sob agitacdo em uma fase aquosa externa contendo tensoativo. Esta
agitacdo pode ser promovida por ultra-sonicacdo, agitacdo mecanica,
microfluidizacdo, entre outros, e deve ser vigorosa para facilitar a eliminacdo do
solvente. Conforme este difunde através da fase continua e evapora, o ativo e o
polimero precipitam em gotas, formando as microparticulas sélidas. Apés a
evaporacao do solvente organico, as microparticulas devem ser lavadas, para eliminar
residuos de tensoativos, filtradas e secas (CHOWDARY; SRINIVASA, 2004;
FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005; ODONNELL; MCGINITY, 1997).

De posse das informacgOes descritas, a microencapsulacdo da piperina
empregando a etilcelulose como material de revestimento é uma alternativa para a
protecdo do bioativo frente a luz, contornar o sabor pungente apresentado pela
piperina e, ainda, possibilitar sua liberagéo controlada, contribuindo na protecéo do
trato gastrintestinal, visto que a piperina pode ser irritante para as mucosas. Além
disso, possibilita a incorporagéo das microparticulas em uma forma farmacéutica final
de uso oral.

Alguns estudos apresentados na literatura relatam o desenvolvimento de
microparticulas contendo piperina, porém, o polimero e o0 método empregados nao
foram os mesmos descritos neste trabalho.

Bonepally e colaboradores (2008) desenvolveram microesferas de poli(e-

caprolactona) contendo piperina a partir do método de emulsificacdo-evaporacao do
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solvente e difusdo-emulsificagdo-evaporacédo do solvente. Foram preparados lotes,
contendo ou ndo tensoativo, e com diferentes proporgdes de piperina e polimero. Para
tanto, estes foram dissolvidos em diclorometano sob agitacdo e, entéo, esta solucéo
foi gotejada sob uma fase aquosa com ou sem tensoativo. A agitacdo foi mantida até
evaporacao do solvente e, consequente, ocorreu a formacéo das microesferas. Estas
se apresentaram esféricas, com rendimento de 51 a 75 %,; eficiéncia de
encapsulamento de 8 a 50 % e tamanho médio de particulas de 16 a 100 pm.

Sahu e colaboradores (2012) desenvolveram microesferas de quitosana
contendo piperina pelo método de evaporagéo do solvente. O polimero foi dissolvido
em acido acético e a esta solucdo foi adicionada a piperina. A solucéo resultante foi
gotejada em parafina liquida contendo Span® 80 e, entéo, foi adicionada uma solucgéo
de glutaraldeido como reticulante. Apds, as microesferas foram lavadas com éter
etilico e acetona e secas a temperatura ambiente. As microparticulas preparadas se

mostraram esféricas, sem cristais em sua superficie ou agregacdo das particulas.

3.4COMPRIMIDOS MULTIPARTICULADOS COMO FORMA FARMACEUTICA
FINAL

Apesar dos beneficios que a microencapsulacdo de farmacos agrega a uma
formulacéo, os pés normalmente ndo sdo empregados diretamente na terapéutica, o
gue demanda a conversdo das microparticulas em uma forma farmacéutica que
viabilize sua administracao.

A via oral é considerada simples, segura, ndo invasiva e é a mais conveniente,
comum e econdmica via de administracdo, sendo usualmente considerada para a
administracdo de farmacos (GUPTA; BHANDARI; SHARMA, 2009; KRISHNAIAH,
2010; PINTO, 2010). Desta forma, traz vantagens, como a aceitabilidade do paciente,
bom custo-beneficio, menor preocupacéo em relacéo a esterilidade e flexibilidade na
prescricao de doses (KRISHNAIAH, 2010).

Recentemente, vem-se desenvolvendo novas formas de otimizar a
administracéo oral de farmacos, dentre as quais, a liberagcdo modificada de farmacos.
Neste grupo, se encontram o0s sistemas multiparticulados. Estes sdo formas
farmacéuticas orais que apresentam uma divisdo em subunidades menores,

normalmente na forma de pellets, granulos, microparticulas ou nanoparticulas que,
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entdo, sdo associadas em cdpsulas ou comprimidos para viabilizar sua administracéo
(AL-HASHIMI et al., 2018; DEY; MAJUMDAR; RAOQ, 2008; ISSA et al., 2017).

A liberacdo modificada promovida por estes sistemas apresenta como
vantagens um menor risco de dose dumping, melhor distribuicdo e menor variabilidade
na absorgcéo; menor irritacdo da mucosa, menor probabilidade de causar reacdes
locais ou sistémicas, facilitar a desintegracdo (DEY; MAJUMDAR; RAO, 2008;
HASNAIN et al., 2019; ISSA et al., 2017). Nestes sistemas, o perfil de dissolucéo do
farmaco é determinado primeiramente pela desintegracdo do comprimido ou capsulas
e, posteriormente, pelas propriedades de dissolucdo de suas subunidades
(JORGENSEN; CHRISTENSEN; JACOBSEN, 1997). A liberacdo dos farmacos a
partir desta forma farmacéutica pode ocorrer por osmose, erosdo ou difuséo.
(HASNAIN et al., 2019). Em relacdo a forma farmacéutica final, os comprimidos
apresentam vantagens sobre as capsulas, como por exemplo, menor custo, maior
facilidade de producgéo, além de um menor risco de adulteragdo (AL-HASHIMI et al.,
2018).

Assim, os comprimidos se apresentam como uma alternativa para a
administrac@o oral de microparticulas. Os comprimidos sdo formas farmacéuticas
sélidas preparadas com adjuvantes farmacéuticos e normalmente usadas na
administracéo oral de farmacos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013). Além disso, sdo
as formas farmacéuticas mais bem aceitas e de menor custo (WENING;
BREITKREUTZ, 2011).

A necessidade do emprego dos excipientes esta muito relacionada as
caracteristicas do p6é a ser comprimido e também ao processo de compressao
empregado para a obtencdo dos mesmos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; KOO,
2017). Para tanto, pode-se empregar o metodo de compressao direta ou granulagao
prévia por via seca ou via Umida. A compressao direta € um meétodo mais rapido e
pratico, consistindo na mistura dos pos seguida de compressao desta mistura. Por
isso, esta deve possuir um bom fluxo e propriedades coesivas, normalmente obtidas
com o0 uso de excipientes como diluente, deslizante, desintegrante e lubrificante
(ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Para a compactacdo de microparticulas, devem-se empregar excipientes
buscando a protecdo das mesmas, de modo a evitar a ruptura e perda das
caracteristicas a elas atribuidas com o processo de microencapsulagédo (HENG et al.,
2000).



25

Ferreira e colaboradores (2015) prepararam comprimidos pela compressao
direta de microparticulas de Eudragit® S100 e hidroxipropilmetilcelulose, empregando
como excipientes o estearato de magneésio (lubrificante) e trés diluentes diferentes: o
Pullulan®, a celulose microcristalina e a lactose. O peso médio e a espessura dos
comprimidos foi semelhante, porém, os comprimidos preparados com Pullulan® foram
considerados mais coesos e compactos que 0s outros que empregaram diluentes ja
estabelecidos e amplamente usados na industria farmacéutica. Além disso, a analise
por microscopia eletrénica de varredura dos comprimidos demonstrou a integridade
das microparticulas apés o processo de compressao.

Arend (2017) preparou comprimidos por compresséo direta de microparticulas
de Eudragit® L100 e goma gelana, empregando como excipientes o estearato de
magneésio (lubrificante), a polivinilpirrolidona (aglutinante), diéxido de silicio coloidal
(deslizante) e como diluente a celulose microcristalina. Os ensaios de liberagéo in vitro
das microparticulas e dos comprimidos foram semelhantes, podendo-se sugerir que
as microparticulas ndo foram rompidas com a compressao.

Com base neste referencial tedrico, serdo retomados alguns aspectos
especificos da literatura, bem como a parte experimental e os resultados obtidos, os
quais serdo abordados no artigo a seguir, a ser submetido.
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containing piperine
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DEVELOPMENT OF MICROPARTICLES AND MICROPARTICULATED TABLETS
CONTAINING PIPERINE

Abstract:

Piper nigrum, known as black pepper, is used in Indian traditional medicine for years.
Piperine is its main alkaloid and it's responsible for several pharmacological activities,
such as antioxidant, antitumoral and neuroprotective. This substance is insoluble in
agueous media and can irritate the gastrointestinal tract. In order to circumvent these
inconvenient characteristics and enable the oral administration of piperine, considering
its important pharmaceutical activities, this study proposed the microencapsulation of
piperine by the emulsion-solvent evaporation method, and also the preparation of
microparticulated tablets by direct compression. Both formulations were prepared and
characterized and a UV-spectroscopy method was validated to quantify piperine.
Microparticles were obtained with a 97.6 + 0.3 % yield, had 190 + 13 ym size and Span
1.698 * 0.180; encapsulation efficiency was 90.0 + 0.9 %, corresponding to a drug
loading of 298.3 £ 2.9 mg/g. Carr index and Hausner factor were 11 £ 2 and 1.13 %
0.02, respectively, and so, the microparticles presented excellent flow. The
microparticulated tablets had 99.1 + 0.9 mg weight, 3.38 £ 0.03 mm thickness, 3.0 +
0.2 kgf hardness and 19.7 + 0.4 mg of drug loading. Also, the scanning electron
microscopy images show piperine-microparticles remained intact after the
compression. The in vitro release demonstrated a controlled release of piperine from
microparticles (34.8 £ 1.6% in 24 h) and MP-PIP-containing tablets (49.4 £ 2.4% in 24
h), in comparison to piperine (80.9 £ 1.5% in 24 h) and piperine-tablets (86.0 £ 1.0 in
24 h). The release profiles of piperine-microparticles and the microparticulated tablets
were similar, suggesting the compression did not affect the characteristics assigned by
the microencapsulation of piperine. Therefore, the tablets containing piperine-
microparticles are promising multiparticulated dosage forms, once the tablet enables
the microparticles administration and, also, as the microparticles are intact, they
promote a controlled release of piperine, decreasing its potential of irritating the

mucosa.

Keywords: Ethylcellulose. Piper nigrum. Compression. Microencapsulation.
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1 INTRODUCTION

Piperine (PIP) is found in plants of the Piper genus, mainly Piper nigrum L., the
black pepper. Aside from its known use as a spice, its seeds are also used for gastric
and respiratory disorders, fevers and obesity (AHMAD et al., 2012). Being the major
alkaloid of this species, PIP has been the object of many researches, which assigned
to this compound several pharmacological activities, such as antioxidant (UMAR et al.,
2013), antitumoral (GREENSHIELDS et al., 2015; SAMYKUTTY et al., 2013; YAFFE
et al., 2015) and neuroprotective (CHONPATHOMPIKUNLERT et al., 2010). In
addition, PIP has the ability to increase bioavailability of other drugs when associated
to them (Bl et al., 2019; DI; WANG,; LIU, 2015).

A recent study, sponsored by the International Organization of the Flavor
Industry, was conducted aiming to evaluate piperine safety when used as a flavoring
(BASTAKI et al.,, 2018). A 90-day toxicological study was performed in Sprague-
Dawley rats employing doses of 5, 15 e 50 mg/kg/day. No significant toxicity clinical
signs were observed in any of the doses tested and, in conclusion, the NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) of PIP was determined: 50 mg/kg/day. However, this
bioactive is insoluble in water and when orally administered, causes irritation
throughout its gastrointestinal pass due to its pungency (BUTT et al.,, 2013;
DESSIRIER et al., 1999; RENTMEISTER-BRYANT; GREEN, 1997).

Controlled release systems are able to favor the administration of irritant and
low water soluble agents, such as PIP. In this sense, polymeric microparticles are drug
release systems presenting size ranging from 1 to 1000 pum and prepared from
synthetic or natural polymers. From morphological point of view, they can be
distinguished in vesicular and matricial systems, in which the drug can be molecularly
dispersed or physically retained (BROWN, 2004; KUMAR, 2000). Such drug carriers
are able to provide important advantages to the encapsulated drugs, such as: taste
masking, control of the drug release and enhance powder flow properties (GHOSH,
2006; LAM; GAMBARI, 2014).

There are some piperine microparticles described in the literature. Bonepally
(2008) developed PCL microparticles containing piperine by the O/W emulsion
evaporation method. Different batches were prepared, with different drug:polymer

proportions and with or without polysorbate 80 in the aqueous phase. Pengpong (2014)
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developed used modified chitosans as polymers to prepare piperine-microparticles
with 1 to 5% piperine by electrospray ionization.

This way, the aim of this study was to develop ethylcellulose microparticles
containing PIP. Ethylcellulose is a nontoxic, nonallergenic, and nonirritating long chain
polymer, obtained from cellulose ethoxylation, widely used in oral formulations
(MURTAZA, 2012; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Its coatings are commonly used
to modify the release of the associated active and mask unpleasant tastes (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). Despite their potential, microparticles are rarely employed
as dosage forms and for this reason the compression of microparticles into tablets was
also a goal of this study. This dosage form is the most used for oral administration,
presenting some advantages such as: good patient acceptability and cost-
effectiveness and less concern about sterility (KRISHNAIAH, 2010).

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 MATERIAL

Piperine (95.98% w/w, from China; production batch: CMHHJ-A-709913; CAS
number 94-62-2) was acquired from A & F Farmécia e Manipulagdo Ltda (Fagron —
Andpolis, Goias, Brazil); Tween® 80 (Polysorbate 80) from Vetec (Rio de Janeiro,
Brazil); Ethocel® 10 (Ethylcellulose) was kindly donated from Colorcon (Sdo Paulo,
Brazil), Kyron® T-314 (Polacrilin potassium) was kindly donated by Almapal (S&o
Paulo, Brazil); Pullulan® was kindly donated by Corn Products (Sdo Paulo, Brazil).
Absolute ethanol and methanol were purchased from Dinamica (Sao Paulo, Brazil),
dichloromethane from Neon (Sao Paulo, Brazil); Ultrapure water was purified by the

Synergy UV Millipore apparatus (Porto Alegre, Brazil).

2.2 PREPARATION OF PIPERINE-LOADED MICROPARTICLES

Ethylcellulose microparticles containing piperine (PIP-MP) were prepared in
triplicate, by the O/W emulsion and solvent evaporation method. An organic phase
(Ethocel® 10 — 1 g, ethanol — 12 mL, dichloromethane — 8 mL and PIP — 0.5084 g), in
which PIP was dissolved, was injected under mechanical stirring (IKA, Germany) into

an aqueous phase (Tween® 80 — 0.4 g and ultrapure water — 80 mL). This emulsion
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remained under stirring for two hours to evaporate the solvents, was filtered (8 pm)
and washed with purified water for surfactant removal. Then, the powder was left in
oven at 30 °C for 15 hours and after the microparticles were collected and kept in
desiccator to further characterization. Blank microparticles (B-MP), without PIP, were

also prepared for comparison purposes.
2.3 ANALYTICAL METHOD VALIDATION

For samples preparation, methanol was the solvent chosen. Analyses were
performed at 343 nm in a UV Spectrophotometer (UV 1800, Shimadzu Corporation),
using methanol as blank. The method was tested for its specificity, linearity, precision
(repeatability and intermediate precision), accuracy (spike recovery method) and
robustness (varying wavelength and methanol supplier), according to ICH Guidelines.

Before analysis of the samples, 15.1 mg of PIP-MP, equivalent to 5 mg of PIP,
were diluted in 25 mL of methanol and stirred at 1,100 rpm for 10 minutes. After, an
aliquot of 1 mL of this solution was diluted in 20 mL of methanol, obtaining a

concentration of 10 pg/mL.
2.4 MICROPARTICLES CHARACTERIZATION

The microparticles were evaluated in relation to organoleptic characteristics,
process Yield, particle size distribution, encapsulation efficiency, drug loading, bulked
and tapped densities, Carr index, Hausner factor, SEM microphotographs.

The process vyield was calculated by the ratio between the weight of
microparticles obtained and the sum of weight of PIP and EC used in the preparation.
The particle size distribution was determined by laser diffraction (Mastersizer 3000E,
Malvern Instruments, UK) after previous dispersion in water with polysorbate 80. The
encapsulation efficiency (EE) of PIP in the microparticles was determined, in triplicate,
by UV Spectrophotometry with the validated method. Drug loading (DL) was
determined from the EE obtained and the theoretical drug loading (331.5 mg PIP/g
MP) (equation 3):

_ EEx3315
DL = — (3)
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The bulk volume is the volume occupied by approximately 1 g of PIP-MP in a
10 mL graduated cylinder. The bulk density is the ratio between the exact weight and

the bulk volume (equation 4):

_ PIP-MP weight
B ——————

bulk volume (4)
The tapped volume was the volume occupied by PIP-MP after 1250 taps
(PharmaTest, Brazil) and the tapped density is determined by the ratio between the

weight of the microparticles and the tapped volume (equation 5):

_ PIP-MP weight
T tapped volume

5)
Carr's index and Hausner ratio were calculated by equations 6 and 7,

respectively:

Cl=21% x 100 (6)
dt

HR = < (7)

B

For the scanning electron microscopy analysis (SEM), the microparticles were
previously gold sputtered (Desk Il Gold Sputter, Denton Vacuum, USA) and analyzed
with an accelerating voltage of 10 kV (Scanning microscope JSM-6360, Jeol, Japan).

Process yield, mean particle size and size distribution, bulk density, tapped
density, Carr’s index and Hausner ratio, as well as SEM microphotographs were also

performed for B-MP for comparison purposes.
2.5 IN VITRO RELEASE OF PIPERINE FROM THE MICROPARTICLES

In vitro release of the bioactive was performed in a dissolution test equipment
(PharmaTest, Brazil) with apparatus 1 (basket) and using as dissolution medium
hydrochloric acid 0.1M containing 2% sodium dodecyl sulfate (SDS). An amount of PIP

microparticles (equivalent to 20 mg PIP, n=3) were weighed inside the baskets, which
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were put in 900mL of the selected dissolution medium, under 37 °C and 100 rpm. The
equipment was protected from the light. The assay was carried out for 24 hours and at
predetermined times 5 mL of the medium were collected, and the same volume was
replaced with fresh medium kept at 37 °C. The sample was filtered through a 28 pm
filter and PIP content was quantified by the UV-spectroscopy method validated. The
test was performed with free PIP (20 mg, n=3) under the same conditions for

comparison.

2.6 PREPARATION OF TABLETS CONTAINING PIPERINE-LOADED
MICROPARTICLES

Piperine-loaded micropatrticles (equivalent to 20 mg PIP) were mixed in a glass
mortar with dissolution improver Kyron® T-314 (6%, w/w) and the diluent Pullulan® in
a quantity sufficient to produce tablets with theoretical mean weight of 100 mg. After,
this mixture was compressed by direct compression in a single punch machine
(Farmacista Equipamentos Farmaceuticos Ltda, Porto Alegre, Brazil), in manual

mode.

2.7 CHARACTERIZATION OF TABLETS CONTAINING PIPERINE-LOADED
MICROPARTICLES

The tablets were characterized according to assays described in Brazilian
Pharmacopoeia (2010). Weight determination was performed by weighing of 20 tablets
(Metler-Toledo, Brazil); hardness assay of 10 tablets using a portable hardness tester
(Ethik Technology, Brazil); friability of 20 tablets submitted to 100 rpm (25 rpm for 4
minutes) in a friabilometer (Ethik Technology, Brazil); thickness of 10 tablets using a
calipter (Mitutoyo, Brazil).

For the uniformity of dosage units, the uniformity of content was performed as
follows: the tablets (n=10) were triturated, individually, in a glass mortar with a pestle,
transferred to a 25 mL volumetric flask and agitated at 1100 rpm for 10 minutes. Then,
the volume was completed with methanol to obtain a theoretical concentration of 10
png/mL. The actual PIP content was determined by the UV method validated and the
acceptance value (AV) was calculated, according to equation 8. AV calculated should
be below 15.
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AV = M — X| + ks (8)

in which: X = mean of individual contents (n=10), s = standard deviation, k =
acceptability constant (if n = 10, k = 2.4; if n = 30, k = 2.0), M = reference value (if 98.5
< X<101.5, M=X; if X < 98.5, M=98.5; if X > 101.5, M=101.5)

To determine drug loading of a batch, 3 tablets were triturated and 25 mg of the
powder were transferred to a 25 mL volumetric flask, extracted, diluted and quantified

as described for uniformity of content (n=3).

2.8 IN VITRO RELEASE OF PIPERINE FROM THE TABLETS

In vitro release of the bioactive from the tablets was performed as described for
the micropatrticles, in section 2.5. The tablets (n=3) were previously weighed for further
adjusting PIP content and tablets containing free PIP, Pullulan® and Kyron® T-314 (6%,

w/w; n=3) were assayed for comparison purposes under the same conditions.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 ANALYTICAL METHOD VALIDATION

The analytical method proposed was linear in the range of 0.5 to 20 pg/mL, with
a correlation coefficient close to the unit (r = 0.9999; y= 0.12381x — 0.00975);
significant linear regression (Fcalculated = 82902.04 > Ftabulated = 4.75) and no
significant linearity deviation (Fcalculated = 2.67 < Ftabulated = 3.26). The limit of
detection and quantification were 0.05 and 0.16 pg/mL, respectively.

It was also precise, with RSD 0.55% for repeatability and 0.64% for intermediate
precision, and accurate, with mean recovery 99.28 + 1.00 %. Furthermore, the method
was robust, since small variations in wavelength and the solvent from a different
supplier did not affect PIP quantification in the microparticles.

Also, the developed method compared to a HPLC method to quantify PIP
(MOTTA et al., 2018). The specificity performed in HPLC showed no interference of
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the formulation excipients in the quantification of PIP, and the encapsulation efficiency
obtained was 90.4 + 0.55 %, close to that found with UV method.

3.2 MICROPARTICLES CHARACTERIZATION

PIP microparticles (PIP-MP) were prepared by O/W emulsion and solvent
evaporation method. The powder appeared to be free flowing and presented light-
yellow color and weak odor, both characteristic of PIP. Microparticles prepared without
the bioactive were also free flowing, however the powder was white and presented
ethylcellulose odor characteristics.

SEM images of the microparticles show a spherical and slightly rough surface,
more evident for B-MP. Additionally, B-MP exhibits a porous surface, not so noticeable
in PIP-MP. This porosity is expected for the emulsion evaporation method because of
the solvent evaporation step (MORALES et al., 2010). The micrographs also suggest
the presence of PIP modified the surface of the microparticles.

Regarding the process yield, the preparation of PIP-MP presented 97.6% vyield,
higher than the preparation of the microparticles without PIP (p<0.05). PIP
encapsulation efficiency was 90%, corresponding to a drug loading of approximately
300 mg PIP/g. Bonepally and coworkers (2008) prepared PCL microparticles
containing piperine and had encapsulation efficiencies of 50% at maximum and
Pengpong and coworkers (2014) prepared chitosan microparticles with piperine using
electrospray ionization and obtained 84% encapsulation efficiency. So, employing a
relatively simple preparation method, in this work it was possible to obtain a good
encapsulation efficiency, which can be due to the low aqueous solubility of PIP in
water, which provides a suitable entrapment of the substance in microparticles.

The PIP-containing microparticles presented lower size than those without the
bioactive (p<0.05). Both PIP-MP and B-MP presented span close to 2 (p>0.05),
indicating a slightly polydispersion in terms of particle size, which can be corroborated
by the SEM images. Bonepally and coworkers (2008), using the same preparation
method with different polymer, obtained smaller particles than those obtained in this
work, which can result in worse flow, once the size of the microparticles influence in

powder flow properties.
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Figure 1 — Scanning electron micrographs of PIP-MP (A) and B-MP (B) with
magnification of 100x and PIP-MP (C) and B-MP (D) with 1000x.
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Source: Author.

Analyzing the particles size and the SEM images of PIP-MP and B-MP, it's
possible to suggest that PIP exerts a surface activity, once its existence in the
microparticles not only reduces substantially their size but also improves the size
distribution. Therefore, in the emulsion step of the preparation method, PIP could be
located in the droplets interface, reducing the system energy, which reduces the size
of the droplets. Also, as the solvents evaporate and the small droplets generate the
microparticles, consolidating them, PIP acts modifying the particles surface.
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Table 1 — Process yield, encapsulation efficiency, drug loading, mean particle size and
span of the microparticles containing PIP (PIP-MP) and without PIP (B-MP)

(n=3; mean = standard deviation)

Formulation Yield (%) Encapsulation Drug loading
Efficiency (%) (mg/g)

PIP-MP 97.6+0.3 90.0+0.9 298.3+2.9

B-MP 94.3+0.2 - --

Source: Author.

Table 2 — Particle sizes and span of the micropatrticles containing PIP (PIP-MP) and

without PIP (B-MP) (n=3; mean + standard deviation)

Formulation Dv (10) Dv (50) Dv (90) D [4,3] Span
(pm) (pm) (pm) (Hm)

PIP-MP 53+ 18 171 +15 344 +27 190+13 1.698 £0.180

B-MP 77 £1 320+28 76324 376 £ 17  2.085+0.110

Source: Author.

The microparticles flow properties study is fundamental to define which
excipients are required to compress that powder, mainly when using direct
compression (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; KOO, 2017). Furthermore, in the
case of compressing microparticles, as they will be put under stress, it's very important
to prevent them from rupturing, and so the excipients have to be able to provide
mechanical protection (HENG et al., 2000).

Bulk density and tapped density values are listed in table 3. Bulk density value
of PIP-MP are higher than those obtained for B-MP, implicating in lower volume
occupied by the powder, which is interesting for storage purposes. Also, as the
preparation of tablets is a goal of this study, this enables the obtention of smaller

tablets, which facilitates swallowing.
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Table 3 — Densities and flow properties of the microparticles containing PIP (PIP-MP)
and without PIP (B-MP (n = 3; mean = standard deviation)

_ Bulk density Tapped density Carr Hausner
Formulation _
(g/cm?) (g/cm?) Index (%) ratio
PIP-MP 0.25+0.05 0.28 £ 0.05 11+2 1.13+£0.02
B-MP 0.15+0.03 0.16 £ 0.03 5+1 1.06 £ 0.03

Source: Author.

The tapped density of PIP-MP was 0.28 + 0.05 g/cm?3 and for B-MP, 0.16 + 0.03
g/cm3. The reason for this difference is the size of them: B-MP is almost twice the size
of PIP-MP and so, as compactation of PIP-MP occurs, the particles settle among each
other, occupying a smaller volume.

Besides, bulk density and tapped density of MP-PIP and B-MP were used to
calculate Carr Index and Hausner ratio (table 3). According to Leturia and coworkers
(2014), values of Carr Index below 15 and Hausner ratio below 1.25 indicate an
excellent flow, and as so, both PIP-MP and B-MP present this behavior. Even though
the presence of PIP increased the Carr index and Hausner ratio (p<0.05), they were
still in the same range.

3.3 IN VITRO RELEASE OF PIP FROM THE MICROPARTICLES

The microencapsulation of drugs using ethylcellulose as a polymer is mostly
explored by its ability to control the release of the drug associated (MURTAZA, 2012;
ROGERS; WALLICK, 2011). So, the in vitro release of PIP from the ethylcellulose
microparticles was assayed and compared to bulk PIP. The test was performed for 24
hours in a dissolution tester with hydrochloric acid 0.1 M containing 2% SDS as a
dissolution medium, maintaining sink conditions.

In the first 10 minutes, pure PIP release was 27.4 + 0.6%. On the other hand,
the release of PIP from the microparticles, within the same time, was 12.2 + 0.9%. This

results and the release profile demonstrate the microparticles were able to control the
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release of piperine until the end of the experiment, in which approximately 81% of PIP

and 35% of PIP from the microparticles were released.

Figure 2 — In vitro release of PIP from the microparticles (MP-PIP) and pure PIP.
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Babay and coworkers, in 1998, developed indomethacin microparticles using
ethylcellulose as polymer. The in vitro release was perfomed in phosphate buffer
solution containing 0.02% polysorbate 20. In 24 h, 21% of the drug was released and,
the maximum released in 4 weeks was 53%, also demonstrating the ability of
ethylcellulose in modifying the release of drugs (BABAY; HOFFMAN; BENITA, 1998).

Bonepally and coworkers, in 2008, also developed piperine microparticles,
however using poli-e-caprolactone (PCL) as polymer. The in vitro release was
perfomed in distilled water. In 24 h, approximately 50% of the drug was released and,
100% of piperine was released in 16 days (BONEPALLY et al., 2008).

Pi and coworkers, in 2018, evaluated the release of curcumine from
ethylcellulose microparticles using as dissolution medium simulate gastric fluid
containing 0.1 mol/L HCl and 0.25% SDS. 96% of curcumin was released in 24h (Pl et
al., 2018).
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3.5CHARACTERIZATION OF TABLETS CONTAINING PIP-LOADED
MICROPARTICLES

Considering the good flow properties exhibited by PIP-MP, it was not necessary
to use excipients to improve this characteristic. At first, 100mg of PIP-MP were
tabletted, with no diluent. The tablets produced presented adequate macroscopical
characteristics and the microparticles remained intact after the compression (figure X),
demonstrating the importance of the flow properties presented by the microparticles.
However, the tablet hardness was not adequate. So, Pullulan® was chosen to be the
diluent, since it has cohesive properties which provides suitable hardness to tablets
and was proven to protect microparticles from rupturing due to the compression force,
even more than usual diluents such as microcrystalline cellulose and lactose
(FERREIRA et al., 2015). Furthermore, ethylcellulose is reported to produce tablets
with poor dissolution (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009) and also, the first in vitro
release tests indicated the need of a dissolution improver. So, Kyron® T-314 (6.0%,
w/w) was used in the formulation. This polymer is obtained by the crosslinking of
polycarboxylic acids and is used as a disintegrating agent from 0.5% to 4.0% and as a
dissolution improver from 2.0% to 6.0%, due to its ability to break the tablets into
smaller particules, which increases the surface area and thus, increases dissolution of
the active ingredient (COREL PHARMA CHEM, 2010).

It is important to highlight that it's the first time that piperine multiparticulated
tablets are developed and, up to now, there are no papers which focused on producing
piperine-based tablets.

Therefore, the tablets were produced with PIP-MP in amount equivalent to 20
mg PIP, 6% Kyron® T-314 and Pullulan® g.s 100 mg. SEM images of tablets cross-
section show many spherical particles, similar to those shown by SEM of PIP
microparticles, suggesting the microstructures resisted to the compression force. This
can be attributed to the diluent employed, as reported by Ferreira (2015), but also
ethylcellulose, the polymer used in microparticles preparation, since similar SEM

images were obtained for the compression of the microparticles alone (figure 3).



40

Figure 3 — Scanning electron micrographs of T-PIP-MP magnification of 40x (A), 100x
(B), 300x (C) and 1000x (D) and of tablets made only with PIP-MP with

18kl

Source: Author.

The tablets containing piperine-loaded microparticles exhibit low variations
regarding mean weight, thickness and hardness, demonstrating the consistency of the

compression process employed. Mean weight was 99.1 + 0.9 mg, thickness was 3.38
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+ 0.03 mm and hardness 3.0 + 0.2 kgf. and friability was 0.4%, below 1.5%,
demonstrating the resistance of the tablets to abrasion.

Uniformity of content was performed as described in the Brazilian
Pharmacopoeia, with 97.0 £ 2.0 %, RSD 2.11, resulting in an acceptance value of 6.4,
below the 15 value limit, and so the batch was considered uniform in terms of piperine
content. The drug loading of a batch was 19.7 + 0.4 mg of PIP, close to the theoretical

20 mg.
3.6IN VITRO RELEASE OF PIP FROM THE TABLETS

Polacrilin potassium was used as dissolution improver at a dose of 6% in the
preparation of PIP-MP tablets (PIP-MP-T) and also PIP tablets (PIP-T). The in vitro
release was performed under the same conditions as PIP-MP and pure PIP, also for
24 hours.

In 10 minutes, 11.9 + 0.6% of PIP was released from the tablets, while 7.6 +
0.2% of PIP associated to microparticles was released. Comparing PIP-MP and PIP
release in the same time, it represents a slower release from the tablets, which is

expected, once the compact has to disintegrate first to favor the drug dissolution.

Figure 4 — In vitro release of PIP from the microparticles tableted (MP-PIP-T) and from
the tablets (PIP-T).
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At the end of 24 hours, 88% of PIP was released from the PIP-T and almost
50% of the PIP-MP-T, more than the concentration of PIP found at the end of MP-PIP
and PIP release. This can be due to the influence of polacrilin potassium. The higher
dissolution of the drugs associated with it is explained by its ability to promote
disintegration, which results in disaggregation and wetting of the drug (ABD-EL BARY;
LOUIS; SAYED, 2014).

Besides, the release profile of PIP-MP-T is similar to PIP-MP, as shown by figure
5. It's possible to see even an overlapping of the first data points and after, piperine
release from the tablets is higher, possibly because of the dissolution improver
influence. These results corroborate with the hypothesis that the microparticles remain
intact after the compression, which is very important, once when the tablets
disintegrate, they release the microparticles individually and so they can provide the

benefits associated with the microencapsulation process.

Figure 5 — In vitro release of PIP from the microparticles tableted (MP-PIP-T) and from

microparticles (PIP-MP).
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4 CONCLUSION

In this study, microparticles containing PIP were successfully developed. The
microparticles controlled the PIP release and presented good flow properties, which
facilitated the incorporation of the microparticles in tablets. The microparticulated
tablets containing PIP were developed for the first time. The SEM images and the
release profile of PIP from the microparticles and the tablets containing piperine-
microparticles suggested the microparticles were intact after the compression.
Therefore, the microparticulated tablet enables the administration of the piperine
microparticles and, more important, when the tablets disintegrate, they release the
microparticles individually, maintaining the benefits related to the microencapsulation.
Since many pharmaceutical activities were already attributed to PIP, the
microparticulated tablets developed might be a promising dosage form to deliver

piperine.
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5 DISCUSSAO GERAL

A discussao geral foi realizada visando uma discussdo mais ampla do tema do
trabalho, retomando aspectos importantes e, ainda, outros experimentos realizados
previamente ou em adi¢cao aos resultados apresentados no artigo.

A piperina, alcaloide extraido dos grados da pimenta preta, apresenta diversas
atividades ja relatadas na literatura. Apesar de seu promissor uso na terapéutica, ha
alguns obstaculos a serem superados, como sua baixa solubilidade em agua e,
guando administrada por via oral, sabor pungente e irritacdo do trato gastrintestinal
(DESSIRIER et al., 1999; SHITYAKOV et al., 2019).

Assim sendo, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo sistemas
nanoestruturados contendo piperina para aumentar sua biodisponibilidade. Motta
(2016) associou a piperina em nanocapsulas de poli(e-caprolactona) — PCL e em
nanoemulsdes. Foi avaliada a citotoxicidade das formulacbes em células tumorais
colorretais e hepaticas, além de linhagens ndo tumorais. As nanoestruturas
promoveram um aumento na atividade citotdxica frente a ambas as linhagens tumorais
e uma maior viabilidade celular em células de fibroblastos, que foram relacionadas ao
controle da liberacdo da piperina exercido pelas formulacdes nanoestruturadas.
Ademais, foram realizados ensaios in vivo em Caenorhabditis elegans que
demonstraram uma diminui¢cdo na taxa de mortalidade promovida pela nhanoemulsao
e pela piperina livre, promovendo uma protecao frente a danos oxidativos causados
pela juglone, relacionada a atividade antioxidante do bioativo.

Weber (2018) associou a piperina em nanocapsulas de Eudragit RL® 100 e
também em nanoemulsdes revestidas com quitosana. Na avaliacdo do potencial de
irritacdo por HET-CAM, a piperina foi caracterizada como substancia irritante e sua
associacdo em nanocapsulas foi capaz de diminuir esta irritacdo. Além disso, a
formulacéo nanoestruturada foi capaz de aumentar a viabilidade de células colorretais
cancerigenas, avaliada pelo ensaio de MTT em 48 horas de incubacgéo, demonstrando
a atividade antitumoral in vitro da formulacédo frente a este tipo celular relacionada a
liberag&o controlada do bioativo pelos nanocarreadores.

Considerando o exposto e continuando a linha de pesquisa, neste trabalho foi
proposta a incorporacado da piperina em um carreador diferente e que propiciasse a
administracdo por via oral: as microparticulas poliméricas. Estes sistemas podem

promover a protecao do farmaco associado frente ao ambiente, mascarar sabor, cor,
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odor indesejaveis e, de acordo com o material de revestimento empregado, controlar
sua liberacdo (BANSODE et al., 2010, LAM; GAMBARI, 2014).

Bonepally (2008) preparou diversos lotes de microparticulas de PCL contendo
piperina pelo método de emulsificacdo evaporacdo do solvente O/A, com e sem
polissorbato 80 na fase continua, com diferentes propor¢des de farmaco e polimero.
Boddupalli (2012) empregou o método de emulsificagdo evaporacao do solvente O/O,
com parafina como fase continua da emulsdo. Foram empregados como polimeros a
etilcelulose, uma mistura de etilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose — HPMC e
carbonato de sdédio e outra mistura de etilcelulose, HPMC e Carbopol®. Pengpong
(2014) empregou 0 método de ionizacao por eletrospray para obter microparticulas de
diferentes modificacdes de quitosana.

Tendo em vista os trabalhos relatados na literatura, o projeto inicial
contemplava a preparacdo de microparticulas contendo piperina empregando o
método de secagem por aspersdo. Assim, o polimero escolhido foi o Eudragit® L100,
por ser facilmente dispersivel em meio aquoso e devido a possibilidade de controle de
liberacdo do bioativo, o que poderia facilitar a dissolugéo da PIP e, ainda, proteger o
trato gastrintestinal da irritacdo provocada (DESSIRIER et al., 1999; RENTMEISTER-
BRYANT; GREEN, 1997). Para tal, o polimero a 1% foi disperso em hidréxido de sodio
0,05 M e, apos, a piperina foi dispersa nesta mistura, procedendo-se, entdo, a
secagem. O rendimento do processo foi adequado (35-38%), porém, o teor de bioativo
foi inferior a 56%, considerado insatisfatorio. Além disso, observou-se que, devido a
alta lipofilia da piperina, a dispersdo ndo era totalmente homogénea e, ao final da
secagem, parte do ativo ficava aderido as paredes do recipiente empregado para a
mistura dos componentes. Ademais, foi verificada a presenca de pd amarelo,
semelhante a piperina, no frasco localizado abaixo da camara de secagem.

Assim, foram testadas diversas combinagbes de fluxo e temperatura,
respeitando o maximo de 120 °C, uma vez que a temperatura de fusdo da piperina é
130 °C (BUTT et al.,, 2013). Tambéem, foram realizadas tentativas de melhorar a
dispersdo da piperina, empregando tensoativos, outras formas de agitagao,
temperatura e, em ultimo caso, a adi¢do de etanol. Porém, o maximo de eficiéncia de
encapsulacao que foi possivel obter foi 80%.

Desta forma, optou-se pela microencapsulacdo da piperina pelo método de
emulsificacdo evaporacdo do solvente O/A, conforme descrito por Mattiazzi (2019),
utilizando os polimeros Eudragit® RL100 e L100, na proporcéo 1:5 (piperina:polimero),
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variando a concentragéo da solucao de polissorbato 80 de 0,25 a 1% e o volume de
fase organica empregada. Porém, em nenhuma das condi¢cdes testadas houve a
formacdao de particulas.

Empregando etilcelulose como polimero, as microparticulas se formaram. Com
a proporcdo de 1:5 (piperina:etilcelulose), as microparticulas apresentaram uma
concentracéo de piperina 163,9 mg/g. Visando a posterior prepara¢do de comprimidos
microparticulados, foram preparadas microparticulas com propor¢cdes de 1:4 e 1:2. Em
ambas condicdes, a eficiéncia de encapsulacéo foi proxima a 90% e o rendimento de,
aproximadamente, 95%. Desta forma, deu-se seguimento no trabalho com a terceira
condicdo (relacdo de 1:2 piperina e etilcelulose), cuja concentragdo tedrica foi de
331,5 mg/g.

As microparticulas foram caracterizadas e se mostraram esféricas, com
tamanho médio de particulas de 171 + 15 um e valor de Span de 1,698 + 0,180;
rendimento de 98% e eficiéncia de encapsulacao de 90%. Os trabalhos relatados na
literatura retratam eficiéncias de encapsulagdao abaixo dos obtidos neste estudo:
Bonepally (2008) preparando microparticulas de PCL, obteve eficiéncias de
encapsulacdo que nao passaram dos 50%. Bodupalli (2012) obteve valores
semelhantes, de 75 a 79%, para as trés composi¢cdes de polimeros empregadas
(etilcelulose; etilcelulose, HPMC e carbonato de sddio; e etilcelulose, HPMC e
Carbopol®). Em outro estudo, Pengpong (2014), que empregou o método de ionizacdo
por eletrospray, obteve o maximo de 84% de encapsulagcéo. Portanto, com um método
de preparacao relativamente simples, foi possivel obter uma boa eficiéncia de
encapsulacdo e um rendimento de quase 100%.

Em relacdo ao tamanho das particulas, Bonepally obteve microparticulas
menores do que as deste estudo, em torno de 16 a 100 um, o que pode acarretar um
fluxo mais escasso para as microparticulas, uma vez que o tamanho influencia nas
propriedades de fluxo dos pos. As microparticulas preparadas por Bodupalli (2012)
somente com etilcelulose apresentaram tamanho de 222 um; com etilcelulose, HPMC
e carbonato de sédio, 114 pm e com etilcelulose, HPMC e Carbopol®, 354 um.

Para a quantificacdo de piperina nas microparticulas, foi validado um método
analitico por espectroscopia na regido do ultravioleta. Para determinar o comprimento
de onda de maxima absorbancia da piperina, foi realizado o espectro de varredura de
190 a 800 nm para a solu¢cado metanolica de PIP (PIP-S — 10 pg/mL), solu¢cdo com a
amostra (MP-PIP) e as microparticulas sem piperina (MP-B). Como demonstrado na
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figura 1, o pico méximo de absorgéo é de 343 nm e as amostras sem o bioativo ndo
absorvem no neste comprimento de onda, portanto, o método € especifico.

Figura 1 — Espectro de varredura da solucdo metandlica de PIP (PIP-S, 10 pg/mL),
MP-PIP (10 pg/mL) e microparticulas sem piperina (MP-B).
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Fonte: Autor.

O método analitico proposto se mostrou linear na faixa de 0,5 a 20 pg/mL, com
um coeficiente de correlacdo préximo a unidade (r = 0,9999; y= 0,12381 — 0,00975);
regressao linear significativa (Fcalculado = 82902,04 > Ftabelado = 4,75) e sem desvio
de linearidade significativo (Fcalculado = 2,67 < Ftabelado = 3,26). Os limites de
deteccao e quantificacdo foram 0,05 e 0,16 pug/mL, respectivamente.

O meétodo também foi preciso, com DPR 0,55% para repetibilidade e 0,64%
para precisdo intermediaria (tabela 1) e exato, com recuperagdo média de 99,28 *
1,00 % (tabela 2). Além disso, 0 método foi robusto, uma vez que pequenas variagdes
no metodo nédo afetaram a quantificacdo da PIP nas microparticulas, como

demostrado na tabela 3.



53

Tabela 1 — Precisdo do método analitico por espectroscopia na regido do ultravioleta
para quantificacdo da PIP em microparticulas (n=6 para repetibilidade;

n=9 para precisao intermediaria)

Concentragcdao Concentragao Eficiéncia de DPR (%)

tedrica experimental encapsulamento

(ng/mL) (ng/mL) (%)
Repetibilidade 10,00 9,06 £ 0,05 90,61 £ 0,50 0,55
(n=6)
Dia 1 (n 10,00 9,02+ 0,03 90,20 £ 0,27 0,30
= 3)
Dia 2 (n 10,00 8,91 £ 0,06 89,07 £ 0,60 0,67
= 3)
Dia 3 (n 10,00 8,95+ 0,05 89,46 + 0,52 0,58
= 3)
Precisédo 10,00 8,96 + 0,06 89,58 + 0,58 0,64
Intermediaria
(n=9)

Fonte: Autor.

Tabela 2 — Exatiddo do método analitico por espectroscopia na regido do ultravioleta
para quantificar PIP em microparticulas (n=3)

Amostra Concentracao de Concentracao Recuperacéo
solucao de PIP recuperada (ug/mL) (%)
adicionada (ug/mL)
80 % 3,01+£0,04 7,41 +£0,04 100,43 +1,34
100 % 4,93+ 0,00 9,33+0,00 98,64 + 0,08
120 % 6,91 + 0,06 11,31 £ 0,06 98,77 £ 0,92

Recuperacdo media 99,28 + 1,00

DPR 1,01

Fonte: Autor.
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Tabela 3 — Andlise da robustez do método analitico por espectroscopia na regido do

ultravioleta para quantificacdo da PIP em microparticulas (n=3)

Eficiéncia de DPR (%)
Encapsulamento
(%)
Condicdes usuais 89,07 + 0,60 0,67
341 nm 89,68 + 0,82 0,91
345 nm 89,86 + 0,64 0,71
Diferente fornecedor de metanol 88,70 + 0,58 0,66

Fonte: Autor.

Para corroborar a metodologia validada, este foi comparado por um método por

cromatografia a liquido de alta eficiéncia (MOTTA et al., 2018). A especificidade feita

por HPLC mostrou que ndo ha influéncia dos excipientes da formulacdo na

quantificacdo da PIP, como mostra a figura 2, e a eficiéncia de encapsulacao obtida

com este método foi 90,4 + 0,55%, proxima daquela obtida com o método de

espectroscopia na regido do ultravioleta.

Figura 2 — Cromatogramas obtidos por HPLC para as microparticulas sem PIP (MP-

B) e com PIP (MP-PIP, 10 pg/mL).

Q0 10 20 30 40 30 60

Fonte: Autor.
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Uma instabilidade muito relatada na literatura para a piperina e, portanto, um
dos obstéculos a serem contornados no inicio deste estudo com a microencapsulacgéo,
€ sua instabilidade frente a luz (BUTT et al., 2013). Os sistemas nanoestruturados
propostos por Motta (2016) e Weber (2018) promoveram uma protecdo do bioativo
frente & acdo da luz artificial em camaras UVA em relacdo a uma solugdo metandlica

de piperina.

Portanto, neste estudo, a piperina em sua forma pura e as microparticulas
foram colocadas em vidros de reldgio e submetidas a fotodegradacdo em camara com
luz UVC. Visualmente, foi possivel constatar a mudanca de coloragéo da piperina para

amarelo mais escuro, como mostra a figura 3.

Figura 3 — PIP antes (A) e apos (B) exposicéo a luz UVC, por 48 h

Fonte: Autor.

Porém, em termos de teor de piperina, como mostra a tabela 4, ocorreu uma
degradacéo extremamente lenta, com menos de 30% do bioativo degradado em 48 h
de exposi¢cdo a luz UVC. Pelo contrario, ao final de 48 h, a piperina presente nas
microparticulas havia degradado mais de 50%.

A piperina € uma substancia cristalina e, portanto, mais estavel (BUTT et al.,
2013; MCNAMARA; RANDALL; GUNTHORPE, 2005). O resultado do ensaio de

fotodegradacéao sugere que o processo de microencapsulacdo da piperina pode té-la
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amorfizado, gerando uma desorganizac¢do das suas moléculas e, portanto, deixando

a piperina mais instavel e suscetivel a degradacao pela acéo da luz.

Tabela 4 — Teores remanescentes de piperina pura (PIP) e nas microparticulas (MP-

PIP) apds a exposicao a radiacdo UVC (média + DPR, n=2)

Formulacao Teor de piperina Teor de piperina Teor de piperina
apo6s 12h (%) apos 24h (%) apo6s 48h (%)

PIP 89,60 + 0,06 81,32+ 0,13 71,58 £ 0,24

MP-MP 74,40 £ 0,23 60,94 + 2,33 50,36 £ 1,75

Fonte: Autor.

As microparticulas preparadas neste estudo apresentaram boas caracteristicas
de fluxo, o que € de extrema importancia quando se objetiva a compressao destas.
Devido a esta caracteristica, primeiramente foram preparados comprimidos de 100
mg somente com as microparticulas, com uma concentracao tedrica de 33 mg e real
de 29 mg, e comprimidos com Pullulan® como diluente a fim de obter 15 mg de
piperina/comprimido. Ambos o0s comprimidos se apresentaram adequados
macroscopicamente, ndo se apresentando friaveis. Além disso, as microparticulas
permaneceram intactas em ambos os comprimidos (figura 4), demonstrando a
importancia das propriedades de fluxo apresentadas pelas microparticulas e
corroborando com o estudo de Ferreira e colaboradores (2015), em que o Pullulan®
se mostrou superior a outros diluentes comumente empregados na compressao de
pés em termos de manutencgdo da estrutura das microparticulas.

Apesar das caracteristicas macro e microscopicas do comprimido contendo as
microparticulas sem diluente serem adequadas, verificou-se que a dureza dos
comprimidos era baixa, em torno de 1 kgf. Portanto, escolheu-se continuar com 0s
comprimidos contendo Pullulan®, porém, a dose foi aumentada para 20 mg.

Para o estudo de liberacdo, diferentes condi¢bes foram testadas. A fim de
verificar a solubilidade da piperina em tampé&o PBS pH 7,4 e HCI 0,1 M, com e sem
laurilsulfato de sddio (LSS) como tensoativo, uma quantidade em excesso do bioativo

foi adicionada em baldes com os diferentes meios de dissolucdo e agitado por 24 h.
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Apos, a mistura foi centrifugada e foi determinada a concentragdo de piperina no
sobrenadante por cromatografia liquida (MOTTA et al., 2018). Em tampao PBS, a
solubilidade da piperina foi de 15 pg/mL; em tamp&o contendo 0,25% de LSS, de 38
pg/mL e com 1% de LSS, 100 pg/mL. Em solucdo de HCI 0,1 M, a solubilidade
aumentou para 19 pg/mL; com 0,25% de LSS, 44 pg/mL e 1% de LSS, 130 pg/mL.

Ambos os meios contendo 1% de LSS atenderam a condi¢éo sink.

Figura 4 — Imagens por microscopia eletronica de varredura dos comprimidos somente
com as microparticulas (MP-PIP) a 50x (A) e 500x (B) e com as
microparticulas e Pullulan® a 50x (C) e 500x (D).

Fonte: Autor.

Assim, o meio HCI 0,1 M + 1% LSS foi escolhido para os primeiros testes de
liberacdo por apresentar maior solubilizacao da piperina. Porém, ao iniciar os ensaios,

percebeu-se que o teor de piperina foi diminuindo com o passar do tempo e, portanto,
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investigou-se a acdo da luz sobre a piperina e as microparticulas. Recipientes
contendo o0 meio de liberacdo e as amostras foram deixados protegidos da luz e sob
a acao da luz. O teor de piperina foi quantificado no inicio do experimento, apos 6, 12
e 24 h. Para a piperina livre e as microparticulas protegidas da luz, o teor de piperina
ao final de 24 h foi proximo a 98%. Entretanto, paras as amostras expostas a luz, o
teor caiu quase que 50%.

Portanto, os ensaios foram realizados com o minimo de exposi¢do a luz. Um
primeiro teste de liberacdo da piperina a partir do comprimido microparticulado
demonstrou um alto controle da liberagdo. Em 24 h, a liberacdo de piperina a partir do
comprimido sem o promotor de dissolugao foi de 4%; com 2% e 4% de polacrilina, 0s
valores obtidos foram 6% e 10%, respectivamente.

A partir deste teste, aumentou-se a concentracdo de tensoativo no meio de
liberacdo para 2% e o promotor de dissolugcéo, polacrilina potassica, para 6% na
preparacdo dos comprimidos. Como esperado, a condi¢do sink continuou sendo
mantida e a solubilidade da piperina aumentou ainda mais, para 356 pg/mL. Este
estudo preliminar demonstrou uma liberacdo de 44% de piperina a partir dos
comprimidos, apés 24 h de estudo.

Desta forma, estabeleceu-se a composicdo final dos comprimidos:
microparticulas em quantidade equivalente a 20 mg de piperina, 6% de polacrilina
potassica e ¢.s.p 100 mg de Pullulan® como diluente. Os comprimidos preparados
mostraram-se homogéneos, com peso meédio préximo ao tedrico; dureza em torno de
3 kgf e teor de 98,4% de piperina.

Observando as imagens de microscopia e comparando os perfis de liberagcao
das microparticulas, foi possivel verificar que as microparticulas permaneceram
integras no comprimido apds a compressao. Ao final de 24 h, a liberacdo de piperina
a partir do comprimido microparticulado foi de quase 50%, enquanto que a partir das
microparticulas foi de 35%. Este aumento na liberacdo pode ser devido a polacrilina
potdssica presente no comprimido, a qual facilita a desintegracdo do mesmo,
promovendo uma melhor molhabilidade da piperina e aumentando sua dissolugéo no
meio (ABD-EL BARY; LOUIS; SAYED, 2014).

Desta forma, este trabalho focou no desenvolvimento tecnologico de
microparticulas contendo piperina e, de forma inédita, comprimidos microparticulados
contendo tal bioativo. Estes comprimidos constituem um interessante carreador de

farmacos, uma vez que o comprimido facilita a administracdo das microparticulas e,
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além disso, quando este se desintegra, as microparticulas integras séo liberadas,
agregando beneficios, como o controle da liberagdo da piperina. Assim, o0s
comprimidos microparticulados consistem em uma potencial forma farmacéutica de

administracdo da piperina na terapéutica.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, primeiramente, foi validada uma metodologia analitica por
espectroscopia na regiao do ultravioleta para quantificar a piperina. Este se mostrou
especifico, linear, preciso, exato e robusto, sendo de facil e rapida execucao.

Também foram desenvolvidos sistemas microparticulados contendo piperina
pelo método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente O/A a partir do polimero
etilcelulose. As microparticulas se mostraram adequadas quanto ao rendimento,
tamanho médio e distribuicdo do tamanho de particulas, eficiéncia de encapsulamento
bem como excelentes propriedades de fluxo. A liberacdo in vitro da piperina a partir
das microparticulas demonstrou o controle da liberacdo da mesma em relacdo a
piperina pura.

A partir das microparticulas, foram preparados comprimidos microparticulados
por compressao direta, 0s quais apresentaram peso médio e teor de piperina proximos
aos teoricos, e dureza, espessura e friabilidade adequados. A avaliacao da liberagéo
da piperina a partir dos comprimidos revelou a manutencéo do controle da liberacéo
do bioativo atribuido as microparticulas e, portanto, com este resultado, juntamente
com as imagens de microscopia, foi possivel verificar que as microparticulas se

mantiveram integras ap0s a compressao direta dos pos.
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