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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE NANOCARREADORES A BASE DE PIPERINA: INFLUENCIA DO
POLIMERO E CITOTOXICIDADE IN VITRO - IN VIVO

AUTOR: Mariana Heldt Motta
ORIENTADOR: Profa. Dra. Cristiane de Bona da Silva
CO-ORIENTADOR: Dra. Cristiane Franco Codevilla

O trabalho em questdo objetivou o desenvolvimento de nanoemulsdes e suspensdes de nanocédpsulas
poliméricas contendo piperina a fim de estudi-las frente a fotodegradagdo e citotoxicidade. Para a
quantificacdo da piperina nas nanoestruturas, primeiramente foi validada uma metodologia analitica por
cromatografia liquida, onde o método mostrou-se especifico, linear, preciso, exato e robusto. As
nanoemulsdes e suspensdes de nanocdpsulas contendo o bioativo (1,0 mg/mL) foram preparadas pelos
métodos de emulsificagdo espontinea e deposi¢do interfacial do polimero pré-formado, respectivamente.
Para a caracterizacgfo fisico-quimica das formulagdes, foram avaliados didmetro médio das particulas, indice
de polidispersdo, pH, potencial zeta, teor de bioativo e eficiéncia de encapsulamento. Como resultados, as
nanoestruturas apresentaram tamanho nanométrico (170 a 210 nm), indice de polidispersdo abaixo de 0,12,
pH levemente 4cido (5,8 a 6,4), potencial zeta negativo (-6,3 a -12,4 mV), teor de piperina e eficiéncia de
encapsulamento préximos a 100%. Com relacdo a estabilidade, os valores de pH e o teor de bioativo sofreram
alteracdes durante o periodo de 90 dias de armazenamento. O estudo de fotodegradagdo da piperina frente a
luz UVA ratificou a capacidade dos sistemas nanoestruturados em auxiliar na fotoprotecdo de susbtancias, e
demonstrou uma maior protecao para as nanocapsulas comparada as nanoemulsdes. Para realizac¢do do estudo
de liberacdo in vitro em meio gastrointestinal simulado, foi empregado o método de difusdo em sacos de
dialise. As nanoestruturas apresentaram uma liberagdo menor do bioativo nos diferentes tempos de anélise
em comparagao ao bioativo ndo encapsulado. Com relag@o aos ensaios de citotoxicidade in vitro, a avaliagdo
da atividade antitumoral foi realizada por MTT em células HepG2, HT-29 e fibroblastos. A toxicidade da
piperina frente a células cancerigenas mostrou-se maior quando esta foi associada as nanoestruturas, do que
que na forma livre (ndo associada aos nanocarreadores), e ainda, uma maior viabilidade celular em relagéo
aos fibroblastos. O ensaio in vivo, realizado com C. elegans, avaliou a toxicidade e a sobrevivéncia a juglone
(capacidade antioxidante). Os batimentos faringeos ndo foram afetados e a defecagdo nio apresentou
alteraco apenas nas formula¢des sem a presenga de bioativo, confirmando a ingestdo da piperina pelo verme
e a ndo toxicidade das particulas. Em relacdo ao ensaio de sobrevivéncia frente a juglone, as nanoemulsdes
contendo piperina e o biativo em solucdo apresentaram diminui¢@o significativa na taxa de mortalidade em
comparacdo ao grupo controle, apresentando acdo antioxidante, visto que protegeram o dano oxidativo
(geragdo de superdxido) causado pela juglone. Ao contririo das nanocapsulas, as quais nao demonstraram
efeito, provavelmente pela limitacio da parede polimérica, diminuindo a liberagdo do bioativo e a
consequente acdo desejada para este experimento.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Piperina. Fotodegradacdo. Citotoxicidade. Antioxidante.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PIPERINA-BASED NANOCARRIERS: INFLUENCE OF POLYMER AND
IN VITRO - IN VIVO CYTOTOXICITY

AUTHOR: Mariana Heldt Motta
ADVISOR: Profa. Dra. Cristiane de Bona da Silva
CO-ADVISOR: Dra. Cristiane Franco Codevilla

This study aimed the development of nanoemultions and polymeric nanocapsule suspensions containing
piperine, in order to study their considering photodegradation and citotoxicity. To quantify piperine at the
nanostructures, at first, a liquid chromatography analytical methodology was validated. The method was
specific, linear, precise, exact and robust. The nanoemultions and nanocapsules containing the bioactive (1.0
mg/mL) were prepared by the spontaneous emulsification method and the interfacial deposition of pre-
formed polymer, respectively. For the physic-chemical characterization of formulations, the average diameter
of particles, the polydispersion index, pH, zeta potential, bioactive concentration and the encapsuling
efficiency were evaluated. The nanostructures presented nanometric size (170 to 210 nm), polydispersion
index below 0.12, acid pH (5.8 to 6.4), negative zeta potential (-6.3 to -12.4 mV), piperine concentration and
encapsuling efficiency close to 100%. About stability, pH values and the bioactive concentration were
affected during the 90 days period, of storage. The photodegradation study of piperine against the UVA light
ratified the nanostructures systems capacity in supporting the photoprotection of substances, and showed a
higher protection for the nanocapsules when compared to the nanoemultions. A release study was conducted
using gastrointestinal simulated media, it was applied a method of diffusion in dialysis bags. The
nanostructures showed a lower release among the different analysis times in comparison non-encapsulated
bioactive. For the citotoxicity in vitro assays, the evaluation of anti tumor activity has been done through
MTT in HepG2, HT-29 and fibroblasts cells. The toxicity of piperine to cancer cells was shown to be greater
when it was associated with nanostructures, than in the free form (not associated to the nanocarriers), and
also, to a higher cellular viability related to the fibroblasts. The in vivo assay, carried out with C. elegans,
evaluated the toxicity and the survivability in juglone (antioxidant capacity). Faringeos beatings were not
affected and the defecation was not affected only in the formulations without the bioactive presence,
confirming the ingestion of piperine by the worm and the non-toxicity of the particles. For the survivability
study against the juglone, the nanoemultions containing piperine and the bioactive in solution presented the
significant lowering of mortality taxes in comparisons to the control group, showing antioxidant action, since
they protected the oxidative damage (caused by the superoxide), caused by the juglone. Contrary to
nanocapsules, which didn't showed effect, probably because because of polymeric wall limitation, reducing
the bioactive release and the further desired action for this experiment.

Keywords: Nanotechnology. Piperine. Photodegradation. Cytotoxicity. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O género Piper € encontrado em diversas regides do mundo, utilizado devido as suas
diversas propriedades farmacologicas, incluindo anticancerigena, imunomoduladora,
antioxidante e anti-inflamatéria (MEGHWAL; GOSWAMI, 2013). Piper nigrum é a espécie
mais conhecida, denominada popularmente no Brasil como pimenta do reino (SRINIVASAN,
2008; POLOVKA; SUHAI, 2010; BUTT et al., 2013). Dentre os diferentes tipos de pimentas
do reino, encontra-se a pimenta preta, mais comercializada e utilizada na culinaria, férmulas
medicinais e produtos estéticos (SRINIVASAN, 2005; DE-SOUZA et al., 2005). Os
constituintes dos grdos da pimenta preta sdo diversos, destacando-se o alcaloide piperina, seu
principal metabodlito (FERREIRA et al., 2012; BUTT et al., 2013). A piperina é uma amida,
cristalina, de coloracdo amarela e insolivel em &4gua (McNAMARA; RANDALL;
GUNTHORPE, 2005). Além disso, tem como caracteristica fisico-quimica desfavoravel sua
sensibilidade a luz (BUTT et al., 2013).

A nanotecnologia vem sendo amplamente estudada devido as varias vantagens que pode
oferecer as formulagdes, na tentativa de contornar os obstaculos apresentados por algumas
substancias ativas. Entre os nanocarreadores que apresentam atual interesse na area
farmacéutica, estdo as nanocdpsulas, as nanoesferas e as nanoemulsdes. Esses sistemas
nanoestruturados apresentam didmetro de particula inferior a 1 pm e conferem vantagens, como
o direcionamento da substancia ativa no local especifico de acdo, aumentando o efeito
terapéutico e/ou diminuindo os efeitos adversos, além da melhora da biodisponibilidade oral
(COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al.,, 2003; CHARCOSSET; FESSI, 2005;
RAWAT; SINGH; SARAF, 2006), podendo, também, promover a liberagdo controlada da
mesma (MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010). Adicionalmente, as nanoestruturas podem
conferir o aumento da estabilidade quimica das substincias ativas associados, como por
exemplo, protegendo-os da luz (OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009; SAVIAN et
al., 2015). Tendo em vista as vantagens apresentadas pelos sistemas nanoestruturados,
associado a fotoinstabilidade da piperina, este trabalho objetivou o desenvolvimento de
nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo este bioativo. Além disso, a auséncia de
trabalhos relacionados ao proposto neste estudo, demonstrando as atividades farmacoldgicas da
piperina quando associada a sistemas nanoestruturados, este estudo propds-se, também, avaliar
a citotoxicidade in vitro e in vivo, e a atividade antioxidante da piperina associada aos

nanocarreadores em comparacao com o bioativo nao associado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho consistiu no desenvolvimento de nanoemulsdes e
suspensdes de nanocdpsulas poliméricas contendo piperina e sua avaliagdo frente a

fotodegradacao e citotoxicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanoemulsdes e suspensdes de nanocdpsulas poliméricas contendo piperina;

e Validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
a determinacdo da piperina nas nanoemulsodes e suspensdes de nanocipsulas;Avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes quanto ao: didmetro médio de
goticulas/particulas, indice de polidispersao, potencial zeta, pH, teor de bioativo e
eficiéncia de encapsulamento;

* Avaliar a estabilidade das formula¢gdes em um periodo de 90 dias de armazenamento;

* Avaliar a fotoestabilidade da piperina incorporada aos sistemas nanoestruturados frente
aradiacdo UVA;

* Avaliar aliberacdo in vitro do bioativo a partir dos nanocarreadores, utilizando o método
de difusdo em sacos de didlise, em meio gastrointestinal simulado;

* Avaliar a citotoxicidade da piperina associada e ndo associada aos nanocarreadores em
linhagens tumorais de cancer hepatico e colorretal, e de fibroblastos (ndo tumoral);

* Avaliar a capacidade antioxidante e a toxicidade da piperina associada e ndo associada,

in vivo, utilizando modelo C. elegans.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PIPERINA

O género Piper pertencente a familia Piperaceae, possui cerca de 2000 espécies,
encontradas pelas regides tropicais e subtropicais do mundo. Vem sendo utilizado tanto na
medicina tradicional, para o tratamento de gripe, dores musculares, cansaco, quanto na
medicina moderna, no tratamento de cancer, como antioxidante, anti-inflamatorio, entre outros
(PARMAR et al., 1997, MEGHWAL; GOSWAMI, 2013). Devido as suas diversas atividades,
as espécies de Piper vém sendo estudadas fitoquimica e farmacologicamente, com um grande
interesse por parte das industrias farmacéuticas (SILVA; MACHADO, 1999).

Piper nigrum é a espécie mais conhecida, origindria da India, e também cultivada no
Paquistdo, América do Sul, Africa, Asia, além do Brasil, onde é denominada popularmente
como pimenta do reino (SZALLASI, 2005; SRINIVASAN, 2008; POLOVKA; SUHAJ, 2010;
BUTT et al., 2013). Dentre as principais pimentas do reino comercializadas, encontram-se a
pimenta branca, verde e preta (GU et al., 2013), todas procedentes da espécie Piper nigrum,
porém, diferenciadas pelo periodo de colheita e processamento empregado (MEGWAL,;
GOSWAMI, 2013).

A pimenta preta € uma das especiarias mais utilizadas e comercializadas no mundo (GU
et al., 2013; GULZAR et al., 2013), tornando-se ingrediente para a culinaria, perfumaria,
féormulas medicinais e produtos estéticos (SRINIVASAN, 2005; DE-SOUZA et al., 2005;
MEGHWAL; GOSWAMI, 2013). Os graos de pimenta sdo ricos em vitaminas A e K, fibras
dietéticas e minerais, como ferro, cdlcio, potassio, magnésio, manganés, fésforo e B-caroteno.
Apresentam também acidos fendlicos e antioxidantes (BUTT et al., 2013), além de terpenos,
esterdides, lignanas, flavonas e alcaléides (MUSENGA et al., 2007, MURTHY;
BHATTACHARYA, 2008), como a chavicina, piridina, piperidina e piperina (SHAIKH;
BHOSALE; SINGHAL, 2006).

Outros produtos constituintes da pimenta preta sdo as oleorresinas e o 6leo essencial de
pimenta. A oleorresina € responsavel pelo sabor, o 6leo envolvido com o aroma e o alcaloide
piperina por transmitir a pungéncia, ou seja, o grau de ardéncia da pimenta (ZACHARIAH et
al., 2010).

A piperina (Figura 1) foi isolada pela primeira vez a partir da espécie Piper nigrum, por
um quimico dinamarqués, em 1820 (FERREIRA et al., 2012; BUTT et al., 2013). Primeira

amida isolada, piperina (1-piperoyl-piperidine), é o principal alcaloide constituinte da pimenta
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preta, sendo o principal metabdlito secundario desta espécie. E responsavel pelo gosto picante
da pimenta preta e esta presente na concentracdao de 50-90 g por kg de pimenta preta (THIEL,
2014). E caracterizada por ser uma substincia cristalina de coloracdo amarela, com ponto de
fusdo entre 128-130 °C (McNAMARA; RANDALL; GUNTHORPE et al., 2005). Insolidvel em
agua, a piperina atua como base fraca. Além disso, tem como importante caracteristica a

instabilidade frente a luz, sendo altamente sensivel a mesma (BUTT et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura quimica da piperina

Apresenta vérias propriedades farmacoldgicas, como antipirética, analgésica e anti-
inflamatéria (GUPTA et al.,, 2000; BUKHARI et al.,, 2013; TASLEEM et al., 2014),
antidepressiva (LEE et al., 2005; LI et al., 2007) e antiansiedade (SINGH e SINGH, 2002),
antiasmatica, imunomoduladora, estimuladora, antitumoral (DARSH; DORESWANY, 2004;
SUNILA e KUTTAN, 2004), antimicrobiana (YANG et al., 2002) e antiulcerosa (BAI;, XU,
2000). Além disso, hepatoprotetora (DESAI et al., 2008), antitireoidiana (PANDA e KAR,
2003) e antimetastatica (PRADEEP e KUTAAN, 2002).

Além destas, apresenta atividade antioxidante, tanto em condi¢des in vivo quanto in
vitro, promovendo a prote¢ao a danos oxidativos causados por radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (SELVENDIRAN; BANU; SAKTHISEKARAM, 2004), além da capacidade
neuroprotetora (CHOMPATHOMPIKUNLERT; WATTANARTHORN; MUCHIMAPURA,
2010).

Dentre as diversas propriedades farmacoldgicas da piperina, merece destaque o
impedimento  do  desenvolvimento de  tumores (SELVENDIRAN; BANU;
SAKTHISEKARAM, 2004), provavelmente pela sua acdo anti-inflamatéria (YING et al.,
2013) e sua capacidade de interferir na angiogénese (DOUCETTE et al., 2013). Além disso,
estudos recentes mostram o efeito citotoxico da piperina frente a células cancerigenas humanas
e de ratos (LAI et al., 2012; SAMYKUTTY et al., 2013).

Na literatura, descreve-se o aumento da biodisponibilidade de diversos farmacos quando
co-administrados com a piperina, tais como propanolol, fenitoina, nevirapina, esparteina,

nimesulida, pirazinamida, carbamazepina, teofilina e as combinag¢des para o tratamento da
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Doenca de Alzheimer, assim como potenciador da biodisponibilidade de outros biativos, no
caso da curcumina, bem explorada na literatura. Este efeito promove maior concentragdo
plasmaética dos farmacos, aumentando sua eficicia devido a inibi¢ao do metabolismo hepéatico
(BADMAEV; MAJEED; PRAKASH, 2000), pelo aumento da absor¢do e inibi¢do do
transportador glicoproteina-P (BHARDWAJ et al., 2002) e do citocromo P450 (VOLAK et al.,
2008).

3.1.1 Potencial antioxidante

A oxidacdo é um processo inevitavel que ocorre em células do corpo, juntamente com
respostas indesejaveis, como a produgado de espécies reativas de oxigénio (ROS). Essas espécies
reativas sdo descritas amplamente na literatura como o agente causador responsavel por varias
doencas, incluindo o cancer, a inflamacao e o envelhecimento (BUTT et al., 2009). A producao
excessiva das ROS diminui a imunidade do corpo, resultando em estresse oxidativo (SEIFRIED
et al., 2007).

As especiarias, em sua grande maioria, sdo conhecidas por possuirem potencial
antioxidante devido a presenca de moléculas bioativas em sua composi¢ao (LIU; NG, 2000).
Nesse contexto, o alcaloide piperina se encaixa nessa caracteristica.

A determinacdo da atividade antioxidante a partir de alguns ensaios in vitro gera
algumas evidéncias conclusivas. Kapoor e colaboradores (2009) observaram elevada atividade
antioxidante da pimenta preta, seu Oleo essencial e das oleorresinas, em comparacdo a
antioxidantes sintéticos. No mesmo sentido, Su e colaboradores (2007) indicaram que a pimenta
preta € uma potencial fonte de antioxidantes naturais. Visto isso, os constituintes funcionais da
pimenta preta fazem com que ela seja um promissor atenuante do estresse oxidativo. Essas
atividades antioxidantes da pimenta preta foram atribuidas a sua forte capacidade de doar

hidrogénios, quelar metais e, ainda, a eficicia para eliminar os radicais livres (GULCIN, 2005).
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3.1.2 Piper nigrum e a terapia anticancerigena

De acordo com a estimativa, a prevaléncia de cancer pode ser reduzido (30-40 %) com
a melhora dos habitos alimentares (ANTO et al., 2002; ZHOU et al., 2003). Nesse sentido,
alguns estudos indicam que o consumo de alimentos ricos em moléculas bioativas podem
diminuir o risco de vérias doengas, especialmente o cancer. O consumo de especiarias, como a
pimenta, € positivamente correlacionada com a reducao de riscos de incidéncia de cancer em
regides da Asia e do Mediterrineo (MOHANDES et al., 1999).

As acdes anticancerigenas da pimenta preta incluem a modulacdo dos sistemas de
desintoxicacdo da fase I e fase II, a inibicdo da peroxidacgdo lipidica e a melhora do estado
antioxidante (SELVENDIRAN; SAKTHISEKARAN, 2004).

Efeitos anticancerigenos positivos da piperina foram evidenciados por Zhou e
colaboradores (2003) contra carcinogénese de pulmdo induzida por benzopireno em
camundongos, devido a sua capacidade de interacdo com o citocromo P450 do sistema
enzimatico. Ainda em relacdo a carcinogénese de pulmao, outros estudos demonstraram que a
piperina modula o ciclo mitocondrial do 4cido tricarboxilico e enzimas que metabolizam a
glutationa em animais (THIRUNAVUKKARASU et al., 2001; VIJAYAKUMAR; SURYA;
NALINI, 2004; SURESH; SRINAVASAN, 2006).

Para avaliar o potencial quimiopreventivo da piperina, Vellaichamy e colaboradores
(2009) induziram carcinogénese na pele a partir de DMBA (imunosupressor, que atua como
iniciador de tumor). Os resultados mostraram que a piperina (50 mg/Kg) foi capaz de modular
o sistema de desintoxicacdo de fase I e II de forma eficaz, além de melhorar a peroxidacdo
lipidica. Da mesma forma, Krishnakumar e colaboradores (2009) apresentaram resultados
semelhantes para o cancer bucal em animais.

A piperina (100 uM) também se mostrou citotoxica e impediu o crescimento in vitro de
células cancerigenas, incluindo células de melanoma B16-F10, células de linfoma ascitico de
Dalton e células de carcinoma ascitico de Ehrlich. Além disso, inibiu a expressao de células de
fibrossarcoma HT-1080 de metaloproteinase de matriz (MMP)-9, interferindo, deste modo,
com a migra¢do e invasao de células tumorais (DOUCETTE et al., 2013).

Ainda, em estudo mais recente, a piperina demonstrou inibir seletivamente o
crescimento de linhagens celulares de cancer de mama derivadas de pacientes com tratamento
dificultado, bem como daqueles com receptores de estrogé€nio positivo do cancer de mama. Essa

inibicdo ocorreu a partir de um efeito antiproliferativo e inducdo da apoptose da caspase-
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dependente. A piperina ainda interferiu na atividade de células de cancer de mama (migragdo e

expressao de MMP) que estdo associadas a metastase (GREENSHIELDS et al., 2015).

3.2 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS COMO CARREADORES DE FARMACOS

Os sistemas nanoestruturados apresentam didmetro de particula inferior a 1 pm e
conferem vantagens, como o direcionamento da substancia ativa no local especifico de agao,
aumentando o efeito terap€utico e/ou diminuindo os efeitos adversos, além da melhora da
biodisponibilidade oral (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003;
CHARCOSSET; FESSI, 2005; RAWAT; SINGH; SARAF, 2006), podendo, também,
promover a liberacdo controlada da mesma (MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010).
Adicionalmente a essas vantagens, as nanoestruturas podem conferir o aumento da estabilidade
quimica dos farmacos associados, como por exemplo, protegendo-os da luz (OURIQUE et al.,
2008; FONTANA et al., 2009; SAVIAN et al., 2015).

Dentre os principais nanocarreadores estudados no ambito farmacéutico estdo as
nanoemulsdes e as nanoparticulas poliméricas (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).
As nanoemulsdes sdo representadas por um sistema constituido por goticulas de o6leo
estabilizadas por tensoativos. As nanoparticulas poliméricas, classificadas em nanoesferas e
nanocapsulas, sdo definidas como particulas coloidais soélidas (ANTON; BENOIT;
SAULNIER, 2008; POHLMANN et al., 2013). As nanoesferas, que nio apresentam 6leo em
sua composicao, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido. Ja as nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor
de um nucleo, geralmente oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nicleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. (CHARCOSSET; FESSI, 2005; MISHRA; BHAVESH;
TIWARI, 2010).

Estes nanocarreadores vemsendo estudados e desenvolvidos para aplicacio no
tratamento de diversas doencas, entre elas o cancer. Isso se deve, principalmente, pela tentativa
de contornar alguns efeitos adversos causados pela terapia convencional, onde a quimioterapia
também afeta as células normais, gerando os efeitos colaterais. Fatores como a destrui¢dao
indiscriminada de células normais, a toxicidade de farmacos quimioterdpicos convencionais €
o desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos, fazem necessario o emprego de novas
tecnologias, como as nanoparticulas poliméricas (PEREZ-HERRERO; MEDARDE-
FERNANDEZ, 2015).
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Os nanocarreadores sdo capazes de transportar firmacos anticancerigenos, de modo a
se acumular nos tumores, evitando os tecidos normais. Assim, atingem uma concentragiao
citotoxica mais elevada nos tumores, reduzindo a toxicidade para o resto do corpo, em relacao
a farmacos ndo associados (DANHIER; FERON; PREAT, 2010). A angiogénese, caracteristica
dos tecidos tumorais, auxilia os nanocarreadores, pois a geracao de novos vasos sanguineos no
tumor leva a um aumento na permeabilidade deste local, que somado a dificultada drenagem
linfatica dos tumores, permite um maior tempo de residéncia destes sistemas, permitindo a
liberacdo dos agentes quimioterapicos (PEREZ-HERRERO; MEDARDE-FERNANDEZ,
2015).

Como caracteristicas satisfatorias, os nanocarreadores voltados para a terapia
antitumoral devem permanecer na circulacdo com tempo de meia vida suficiente, evitando os
sistemas fagocitario e reticulo-endotelial, sendo que quanto menor o tamanho de particula do
nanocarreador, mais eficaz seré esse efeito (PEREZ-HERRERO; MEDARDE-FERNANDEZ,
2015).

O emprego de novas tecnologias ja tem sido proposto para a associacdo da piperina,
como os sistemas nanoestruturados e microparticulados. Dentre os estudos ja relatados na
literatura, Moorthi e colaboradores (2012) desenvolveram nanoparticulas de Eudragit® E100
contendo curcumina e piperina associadas, visando contornar as limitagdes da
biodisponibilidade oral e o direcionamento as células cancerigenas. Essas nanoparticulas foram
preparadas pelos métodos de hidratacdo de pelicula fina, dispersao sélida, polimerizacdo em
emulsdo e nanoprecipitacdo com algumas modifica¢des. Dentre os quatro métodos testados, a
nanoprecipitacdo demonstrou resultados mais satisfatorios, com tamanho médio de particulas
de 85,43 nm, indice de polidispersdao de 0,183 e potencial zeta de +29,7 mV. Foram
desenvolvidas, também, nanoparticulas de albumina carregadas com piperina e pioglitozona,
para o tratamento da diabetes, onde o emprego da piperina visou proteger o estresse oxidativo
produzido pela diabetes, reduzir o peso corporal e melhorar a sinalizagdo da insulina. Para a
preparacdao das nanoparticulas, o método utilizado foi o de coacervacdo, resultando em
particulas nanométricas, porém, polidispersas e com eficiéncia de encapsulamento maxima de
77,8 % e 81,5 %, para piperina e pioglitozona, respectivamente (BODDUPALLI et al., 2013).
Em outro estudo, Pachauri e colaboradores (2015) desenvolveram nanoparticulas de PEG-
PLGA contendo piperina, voltadas ao tratamento de cincer, com o intuito de superar a
resisténcia e os efeitos colaterais de alguns fairmacos. As nanoparticulas foram preparadas pelo

método de emulsificagdo-evaporacao do solvente e apresentaram tamanho médio de particulas
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de, aproximadamente, 132 nm, indice de polidispersao, inferior a 0,1; potencial zeta negativo e
eficiéncia de encapsulamento em torno de 38 %.

Em relacdo ao sistema microparticulado, foram desenvolvidas microesferas contendo
piperina utilizando o método de evaporacdo de solvente, desenvolvendo trés particulas
diferentes: microesferas mucoadesivas, convencionais e flutuantes. Em relacdo ao tamanho, os
valores foram de 354,4 um para as mucoadesivas; 221,6 um para as convencionais e 114,5 pm
para as flutuantes, com eficiéncia de encapsulamento de 79,21 %; 75,24 % e 75,66 %,
respectivamente. As formulagdes foram avaliadas quanto a protecdo hepitica e géstrica
(antidlcera) no modelo induzido por paracetamol, e todas apresentaram atividade
hepatoprotetora juntamente com a piperina livre. As microesferas flutuantes obtiveram
atividade semelhante ao fiarmaco padrdo (silmarina) e superior as mucoadesivas pelo seu
tamanho de particula reduzido, e também maior que as microesferas convenciais, que se
comportaram como a piperina livce (BODDUPALLI et al., 2012). Boddupalli e colaboradores
(2014) desenvolveram microesferas de piperina associada ao firmaco omeprazol, a partir do
método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente. A farmacocinética foi avaliada, e pode-se
observar o aumento da absor¢do e a diminuicio do metabolismo do omeprazol quando

administrado junto a piperina nas microesferas gastrorretentivas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

A piperina (95,98%, m/m) foi obtida da GAMA (Sao Paulo, Brasil); metanol de grau
cromatogréfico foi adquirido da Tedia (Sdo Paulo, Brasil); 4gua ultrapura foi purificada pelo
aparelho MegaPurity Mega RO (Rio de Janeiro, Brasil). Para a preparacdo das nanoparticulas
foram utilizados monooleato de sorbitano (Span® 80) e o polimero poli(e-caprolactona) (PCL,
Mn = 70,000 — 90,000) obtidos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil); triglicerideos de cadeia
média (TCM) adquiridos da Delaware (Porto Alegre, Brasil), polissorbato 80 (Tween® 80) da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e acetona da Quimica Moderna (Sdo Paulo, Brasil). Para o ensaio
de liberacdo foram utilizadas as enzimas pepsina 1:10.000 Dindmica (Sao Paulo, Brasil);
pancreatina porcine e sais biliares bovino e ovino da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil) e
bicarbonato de sddio P.A da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Para o ensaio in vivo em C. elegans
foram utilizados: o meio de crescimento NGM composto por NaCl da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil), Bactoagar e Bactopeptona da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil); o meio LB para E.
coli OP50 contendo Luria Broth da Himedia (Curitiba, Parand); sais para a preparacdo dos
tampdes: KH2PO4 e Na2HPO4 da Synth (Sao Paulo, Brasil), CaCl2 e MgS0O4 da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil); juglone (naftoquinona 5-hidroxi-1,4 — IUPAC) da Sigma-Aldrich (Sao
Paulo, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacao das nanoemulsoes e suspensoes de nanocapsulas

As nanoemulsdes e as suspensdes de nanocapsulas foram preparadas, em triplicata, pelo
método de emulsificacdo espontainea (BOUCHEMAL et al., 2004) e deposi¢ado interfacial do
polimero pré-formado (FESSI et al., 1988), respectivamente.

Para as nanocdpsulas, primeiramente foram pesados os constituintes da fase organica,
composta pelo 6leo (TCM — 0,4 g), o tensoativo de baixo EHL (Span® 80 — 0,1925 g), o
polimero (PCL - 0,25 g), o bioativo (piperina — 0,0104 g) e o solvente miscivel em agua
(acetona — 67 mL). A fase foi aquecida para dissolu¢ao dos componentes, a 40 °C, por uma
hora. Na sequéncia, essa fase foi injetada em uma fase aquosa, composta por um tensoativo de

alto EHL (Tween® 80 — 0,1925 g) e 4gua ultrapura (134 mL), sob constante agitacio magnética,
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mantida por 10 minutos apds a adi¢do das fases. Apds, a formulagdo foi levada ao evaporador
rotatorio a 40 °C, para eliminacdo do solvente organico e ajuste do volume final (25 mL) e da
concentracdo de piperina (1,0 mg/mL). Para a preparacdo das nanoemulsdes, o polimero foi
omitido da formulagdo. As formulacdes foram denominadas nanoemulsdes e nanocipsulas
contendo piperina (P-NE e P-NC, respectivamente). Para comparacdo, formulacdes sem
piperina foram preparadas e avaliadas (NE e NC). Todas as formulacdes foram preparadas em
triplicata e armazenadas em frascos de vidro ambar, mantidas sob protecdo da luz e temperatura

ambiente.

4.2.2 Validacio do método analitico

Para realizacao das analises foi utilizado um cromatografo a liquido Agilent (Califérnia,
EUA), composto de uma bomba, detector, central de controle e injetor automatico. Os dados
foram analisados a partir do programa OpenLab, versdao A.01.05. Para determinacao da pureza
do pico, outro cromatdgrafo foi utilizado (Shimadzu LC-20A, Kyoto, Japao), equipado com
bomba LC-20AT, detector SPD-M20A PDA e sistema controlador CBM-20A. Como fase
estaciondria utilizou-se uma coluna Gemini® Phenomenex C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um
juntamente a uma pré-coluna Phenomenex® C-18 (4,0 x 3,0 mm, 5um). A fase mével foi
composta por metanol:adgua (70:30, v/v). O equipamento foi operado a temperatura ambiente,
empregando fluxo isocratico de 1,0 mL/min. Para detec¢do, o comprimento de onda utilizado

foi de 343 nm.

4.2.2.1 Preparacdo das amostras

Para completa extracdo da piperina das nanoemulsdes, uma aliquota de 400 uL foi
diluida em baldo volumétrico de 20 mL com metanol, e agitada a 1100 rpm, por 30 minutos.
Ap0s, o baldo foi aferido, para obtencdo de uma concentracdo de 20 pg/mL. Para analise no
cromatdgrafo, as amostras foram previamente filtradas em membrana de celulose regenerada
(0,45 um) e realizadas em triplicata. O mesmo foi realizado para as amostras de suspensoes de

nanocapsulas, diferindo apenas o tempo de agitagdo para 40 minutos.
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4.2.2.2 Preparacdo da solucdo de referéncia

A solugdo estoque foi preparada, pesando-se, exatamente, 26 mg de piperina, transferida
para um baldo volumétrico de 25 mL, diluida em metanol, para obten¢cao de uma concentragio
de 1,0 mg/mL. A partir desta, uma aliquota de 400 pL foi diluida a 20 mL contendo metanol
para obtencao da solucdo padrao (20 pg/mL).

Dentre os parametros estudados na validagao do método analitico estdo: especificidade,

linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao e robustez (ICH, 2005).

4.2.2.3 Especificidade

Para a determinacdo da especificidade do método, foram utilizadas formulacdes de
nanoemulsdo e de suspensdes de nanocipsulas sem a presenc¢a do bioativo, contendo os demais
excipientes. Para isso, as amostras foram submetidas ao mesmo processo de extracdo das
amostras contendo o bioativo (4.2.2.1), injetadas no cromatégrafo e analisadas quanto a

possivel interferéncia dos constituintes da formulacao.

4.2.2.4 Linearidade e coeficientes de deteccdo e quantificacdo

A construcdo da curva analitica se deu a partir da retirada de aliquotas equivalentes para
a obtencao de concentracdes de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 ug/mL. Essas solucdes foram preparadas
a partir da dilui¢do das aliquotas em metanol. A partir disso, trés curvas analiticas independentes
foram construidas e a linearidade foi obtida pelo estudo de regressdo linear, pelo método dos

minimos quadrados, e analisadas por anélise de varidncia (ANOVA).

A partir da curva analitica, os limites de detec¢do e quantificacdo foram calculados,

seguindo as equacdes 1 e 2:
LD=33xDP/S (1)
LQ=10xDP/S (2)

Onde DP = desvio padrdo do intercepto e S = inclinacdo da curva analitica
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4.2.2.5 Precisdo

A precisdo foi obtida a partir da analise da repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi avaliada, analisando-se seis amostras distintas de 20 pg/mL, realizada no
mesmo dia e sob as mesmas condicdes experimentais. Para a precisdo intermediaria foi
realizada a anélise de trés amostras de mesma concentracao (20 ug/mL), em trés dias diferentes.

Os resultados foram avaliados e expressos em relacdo ao desvio padrdo relativo (DPR, %).

4.2.2.6 Exatiddo

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperagdo, calculando-se quanto de piperina
adicionada a amostra foi recuperada (n = 3). Para o teste, trés amostras contendo nanoemulsdes
foram extraidas em metanol, obtendo-se a concentracdo de 10 pg/mL de piperina. A essas
amostras foram acrescentadas concentragdes conhecidas da solucdo estoque, a fim de obter
concentracdes de 16, 20 e 24 ug/mL de bioativo, correspondentes a 80, 100 e 120 % da

concentracao usual de anélise (20 pg/mL).

4.2.2.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada, a partir das médias dos teores encontrados, variando-
se os parametros: comprimento de onda (341 e 345 nm), proporcdo da fase mével (65:35 e

75:25, metanol:dgua) e troca de equipamento (Schimadzu LC-20A, Kyoto, Japao).

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoestruturas e avaliacao da estabilidade

ApOs a preparacdo, as nanoemulsdes e nanocapsulas contendo piperina foram avaliadas

de acordo com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas:

4.2.3.1 Determinagcdo do pH: as medidas de pH foram realizadas em potencidmetro (Seven
Easy, Metler Toledo, Brasil) previamente calibrado com solu¢des tampao pH 4,0 e 7,0,

diretamente nas amostras.

4.2.3.2 Determinacdo do perfil granulométrico: o perfil granulométrico das amostras foi

avaliado por difracdio a laser (Mastersizer® 3000E, Malvern Instruments). As andlises foram
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realizadas em 4gua (indice de refracdo 1,33) e agitacdo de 1750 rpm. Para a andlise dos
resultados foi utilizada a Teoria de Mie, onde para cada formulacdo utilizou-se o indice de
refracdo do material mais externo da goticula/particula, TCM (1,46) para as nanoemulsdes e

PCL (1,590) para as suspensdes de nanocapsulas.

4.2.3.3 Determinacdo do didmetro médio das goticulas/particulas e do indice de polidispersdo:
as amostras foram dispersas em 4gua ultra-pura (dilui¢ao 1:500, v/v), para posterior analise do
diametro médio e da polidispersdo, por espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer®

Nanoseries, Malvern Instruments).

4.2.3.4 Determinagdo do potencial zeta: as amostras foram dispersas em solucdo de NaCl 10
mM, na proporcdo 1:500 (v/v), para posterior andlise do potencial zeta (Zetasizer® Nanoseries,

Malvern Instruments).

4.2.3.5 Determinagdo do teor de piperina: o teor do bioativo nas formulacdes foi determinado
por CLAE, a partir da metodologia validada conforme descrito no item 4.2.2, de acordo com os

parametros de especificidade, linearidade, precisdo e exatidao (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

4.2.3.6 Determinagdo da eficiéncia de encapsulamento: foi determinada pela técnica de
ultrafiltracio-centrifugacio (Amicon® 10.000 MW, Millipore) em microcentrifuga (Sigma
Aldrich), a 2.200 xG, durante 30 minutos. Foi calculada a partir do teor de bioativo total e livre,
pela diferenca entre a concentracdo total de piperina e a concentracdo encontrada no

ultrafiltrado (concentracdo nio associada).

Adicionalmente, a estabilidade da piperina associada aos nanocarreadores foi realizada
a temperatura ambiente. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro &mbar e avaliadas
no tempo zero (logo apds a preparacdo) e por um periodo de 90 dias. Os parametros pH,
diametro médio das goticulas/particulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e teor de

piperina foram monitorados durante o estudo.

4.2.4 Estudo da protecao da piperina frente a fotodegradacao

A estabilidade da piperina frente a fotodegradagdo foi realizada pela exposi¢dao das

formulacdes (nanoemulsdes e nanocédpsulas poliméricas) a luz ultravioleta artificial UVA
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(Ldmpada UVA Black Light (BLB) 30W). As amostras (1,0 mL) foram acondicionadas,
individualmente, em cubetas plasticas translicidas (Brand® ultra-micro UV-Cuvettes, 12,5
mmx45 mmx12,5 mm), e dispostas em uma camara espelhada, em uma distancia de 14 cm. Em
tempos pré-determinados, a cubeta da amostra correspondente foi retirada, € uma aliquota de
400 pL diluida em metanol, a fim de avaliar a concentracdo de bioativo degradada. Com o
intuito de verificar a interferéncia do nanocarreador, uma solucao de piperina (1,0 mg/mL) foi
preparada em metanol. As andlises foram realizadas em triplicata, e as amostras quantificadas
por CLAE, de acordo com metodologia previamente validada. Para confirmac¢ao da degradagao
apenas pela presenga da luz UV A, e ndo pela influéncia da temperatura, cubetas das amostras
foram expostas ao tempo total do experimento, cobertas por papel aluminio.

Os resultados obtidos foram analisados para se estabelecer a cinética de degradacdo da
piperina nas formulacdes, calculando-se a respectiva constante de degradacao (k) e o tempo de

meia vida (t/2) (SAVIAN et al., 2015).

4.2.5 Liberaciao em sacos de didlise em meio gastrointestinal simulado

O ensaio da liberacdo in vitro da piperina a partir das nanoestruturas foi realizado pela
técnica de difusdo em sacos de didlise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da, Sigma-Aldrich
Corporation, MO, USA), obedecendo a condicdo sink, utilizando uma fluido gastrointestinal
simulado. As solucdes utilizadas para variacao do pH, as enzimas para simulacao do trato, assim
como o periodo de tempo em cada etapa, encontram-se descritos na Tabela 1. Iniciando pela
etapa esdfago-estomago, foi utilizada uma solugdo de 25 mg/mL de pepsina preparada em HCI
0,1 M, que foi adicionada igualmente (50 pL) durante a fase gastrica, com duracdo de 90
minutos. As mudancas de pH para acidificar o meio durante esta fase foram feitas adicionando
quantidades conhecidas de HCI1 0,1 M. Na etapa duodeno, foi preparada solugao contendo 2 g/L
de pancreatina e 12 g/L de sais biliares diluidos em bicarbonato de sédio 0,1 M, adicionando
ao inicio desta etapa 250 pL desta solugdo, e ajustado o pH. Na etapa final, referente ao ileo,
um novo aumento do pH foi necessario para se chegar ao final do processo com um valor de
6,5, utilizando bicarbonato de sédio 0,1 M, totalizando o tempo de experimento de 190 minutos
(MADUREIRA et al., 2011). Para o ensaio, sacos de didlise contendo aliquotas de 1,0 mL das
amostras de suspensdes de nanocapsulas poliméricas e das nanoemulsdes (1,0 mg/mL) foram
colocados em béqueres contendo o meio inicial do experimento (150 mL de 4dgua ultrapura +

50 pL de pepsina), e mantidos sob agitacao constante durante todo o experimento, a uma
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temperatura de 37 °C. Para comparacio, uma solu¢do metanolica de piperina livre (1,0 mg/mL)
foi avaliada. Em tempos pré-estabelecidos, aliquotas de 1,0 mL do meio foram coletadas e o
mesmo volume de meio fresco foi reposto. A concentragdo da piperina liberada em cada tempo

foi analisada por CLAE.

Tabela 1 - Condi¢gdes experimentais utilizadas em cada passo da liberagdo gastrointestinal
simulada

Etapa Enzima pH Tempo (min)
Es6fago-Estomago Pepsina 4,6 10

3,8 10

2.8 20

2,3 20

2,0 20
Duodeno Pancreatina + 5,0 20

Sais Biliares

fleo 6,5 90

4.2.6 Ensaios de citotoxicidade para avaliacdo da atividade antitumoral

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando linhagens de células tumorais
de diferentes origens (HepG2 — cancer hepitico e HT-29 — cancer colorretal) e também uma
linhagem ndo-tumoral (3T3 — fibroblastos) como controle negativo da atividade antitumoral.
Para a determinacdo da atividade citotéxica e antiproliferativa foi utilizado o ensaio de
viabilidade celular MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio),  seguindo
procedimentos previamente descritos (NOGUEIRA et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2014). As
células foram mantidas em estufa a 37 °C com 5 % de CO; em meio DMEM (Meio Eagle
Dulbecco Modificado). Quando foi obtida uma confluéncia aproximada de 80 %, foram tratadas
com uma solu¢ao de tripsina/EDTA, contadas em microscépio optico, ajustadas a densidade
celular de 1 x 10% células/mL, transferidas para placas de 96 pocos e incubadas durante 24 h.
As células foram tratadas com concentracdes crescentes das amostras e, apds 24 h de incubagdo,
foram realizados os ensaios de viabilidade celular para determinar a atividade antitumoral.

Ainda, a atividade da piperina associada e ndo associada aos nanocarreadores foi

avaliada em meio levemente acido (pH ~ 6,6), caracteristico do espaco extracelular do tecido
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tumoral. Para isso, o meio de cultivo celular foi acidificado com tampdao HEPES 1 M pH 6,2

(NOGUEIRA et al., 2013).

4.2.7 Ensaio in vivo com Caenorhabditis elegans

4.2.7.1 Cepas e manutengdo de C. elegans

A cepa tipo selvagem de C. elegans N2 (var. Bristol) foi fornecida pelo Caenorhabditis
Genetics Center (Universidade de Minnesota, EUA). A cepa foi mantida a 20 °C em meio de
crescimento de nematdédeos (NGM) em placas semeadas com Escherichia coli OP50 como

fonte de alimento (BRENNER, 1974).

4.2.7.2 Tratamento

Os nematddeos adultos jovens foram expostos em placas de petri, a 50 uM de solucao
de piperina ndo associada (P-S), suspensdes de nanocdpsulas contendo piperina (P-NC),
nanoemulsdo contendo piperina (P-NE) ou veiculo durante 2 h a 20 °C. Para a solugao (P-S), o
bioativo foi dissolvido em metanol (concentracao final de 1 %) e ambos os nanocarreadores (P-
NC e P-NE) foram diluidos em 4gua. Os tratamentos foram realizados com cerca de 1000
vermes por grupo em tampao M9 (42 mM de Na,HPO4, KH2PO4 22 mM, 8,6 mM de NaCl e 1
mM de MgS0Os). Os vermes foram entdo lavados trés vezes e transferidos para placas NGM
semeados com E. coli. OP50. Ap6s 24 h a 20 °C, as avaliagdes foram realizadas. Como controle
para os nanocarreadores, as nanoemulsdes e suspensdes de nanocipsulas sem a presenca da

piperina também foram avaliadas. O tratamento foi realizado tanto agudo quanto crénico.

4.2.7.3 Taxa de batimento faringeo

O niimero de batimentos faringeos em um intervalo de 10 s (HUANG et al., 2004) foi
medida com um microscopio Nikon E200 (Téquio, Japdo). As anélises foram realizadas em
trés ensaios independentes com dez vermes por grupo. Os resultados foram expressos como

batimentos faringeos/minuto.
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4.2.7.4 Ensaio Ciclo de Defecacdo

As frequéncias de defecagao foram realizadas a partir da observagao da duracdo entre
os passos BPC (a contracdo do musculo posterior do corpo) de trés defecacdes consecutivas
(MIGLIORI et al., 2011) em um microscépio Nikon E200 (Toquio, Japao). As anélises foram
realizadas em trés ensaios independentes com dez vermes por grupo. Os resultados foram

expressos como ciclo de defecacao (s).

4.2.7.5 Exposicdo ao estresse oxidativo agudo

Para executar o ensaio de resposta ao estresse oxidativo agudo, vermes previamente
expostos a P-S, P-NE, P-NC ou ao veiculo por 2 h foram retirados dos seus tratamentos e
imediatamente expostos a Juglone (naftoquinona 5-hidroxi-1,4 — IUPAC) na concentracdo final
de 200 uM durante uma hora (CL50), a 20 °C. Os vermes foram lavados e transferidos para
placas NGM semeados com E. coli OP50 e, 24 h mais tarde, 100 nematoides por grupo foram
avaliados quanto a viabilidade, em um microscopio Nikon E200 (Téquio, Japao). Os animais
que reagiram a um estimulo mecénico foram classificados como vivos, e os animais nao-
respondentes foram classificados como mortos. As analises foram realizadas em trés ensaios

independentes. Os resultados foram expressos como percentual de sobreviventes.
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37

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Para se desenvolver uma metodologia analitica para quantificacdo de farmacos
incorporados a nanocarreadores, € necessario garantir que este seja capaz de extrair totalmente
o farmaco do sistema no qual esté inserido. Para tal, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) esta entre um dos métodos mais estudados para a anélise de farmacos nanoestruturados
(SANTOS et al., 2012; HARTER et al., 2015).

Inicialmente, para a escolha da fase mével ideal, alguns testes foram realizados, com o
objetivo de encontrar um sistema eluente simples e de baixo custo. Além disso, que fosse
exclusivo para a piperina, diferentemente dos ja relatados na literatura (MOORTHI et al., 2013;
DE MEY et al., 2014; GOWDA et al., 2014). Utilizando como solvente de escolha o metanol,
pelo seu menor custo em relacdo aos demais, metanol 100 % e metanol:d4gua em diferentes
proporg¢des (95:5, 80:20 e 70:30, v/v) foram testados. O uso do metanol 100 % e um fluxo 0,5
mL/min resultou em um tempo de retencdo baixo, muito préximo ao volume morto (3,92
minutos). Resultado semelhante foi encontrado para a propor¢do 95:5. As proporcdes de 80:20
e 70:30 proporcionaram resultados semelhantes, com um tempo de retencdo de,
respectivamente, 6,29 e 6,27 minutos e os pratos tedricos com valores adequados (4016 e 3303).
Porém, a resolucdo e a assimetria foram melhores para a propor¢ao 70:30 (4,15 e 0,81,
respectivamente), além de proporcionar uma menor quantidade de solvente organico,
resultando em menor custo.

A partir dos resultados, a fase movel escolhida foi a composta por metanol:agua (70:30,
v/v), mostrando-se adequada para a analise, apresentando um tempo de reten¢do em torno de
6,3 minutos, pico bem resolvido, assimetria e pratos tedricos satisfatérios. Para a validacao do
método, empregou-se a nanoemulsdo contendo piperina e a nanoemulsdo sem o bioativo.

No que se refere a especificidade, o método mostrou-se especifico para a analise da
piperina, sem a interferéncia dos excipientes da formula¢@o ou solvente no pico cromatografico
do bioativo. Na Figura 2, a sobreposicao da piperina livre (P-S) e da formulagao com e sem
piperina (P-NE e NE), ratifica a auséncia de outros picos no mesmo tempo de reteng¢do do

bioativo.
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Figura 2 - Cromatogramas obtidos por CLAE: a) nanoemulsdo sem o bioativo (NE); b) solugao
metanolica de piperina (20,0 pg/mL) e ¢) nanoemulsdo contendo piperina (P-NE) (20,0 ug/mL).

Com relacdo a analise da linearidade, as curvas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA), obtendo adequado coeficiente de correlagdo (r = 0,9999; y = 258166x- 103392),
regressao linear significativa (Fealculado = 29462,98 > Fiabelado = 4,75) € sem desvio de linearidade
(Fealculado = 2,66 < Frabelado = 3,26), demonstrando que o método em questao € linear na faixa de
concentracdo de 5 a 50 pg/mL. Os valores de LQ e LD também foram calculados e
correspondem a 1,26 pg/mL e 0,41 pg/mL, respectivamente.

Os resultados da precisdo (repetibilidade e precisdao intermedidria) estdo descritos na
Tabela 2. Os valores de desvio padrao relativo (DPR) encontrados foram de 0,38 % e 1,11 %
para repetibilidade e precisao intermediaria, respectivamente, demonstrando que a metodologia
em questdo € precisa dentro da faixa de concentrac@o analisada. A exatidao foi avaliada pelo
teste de recuperacdo do analito, sendo a recuperacdo média encontrada para este ensaio de

101,35 + 0,80 %, evidenciando que o método ¢é exato (Tabela 3).
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Tabela 2 - Resultados da precisdo do método analitico por CLAE (repetibilidade e precisao
intermedidria) para a quantificacdo da piperina em nanoemulsoes

Concentracdo Concentracao Teor (%) DPR (%)
tedrica (ug/mL)  experimental (ug/mL)

Intra-dia (n = 6) 20,0 19,99 0,08 99,99 + 0,38 0,38
Inter-dia

Dia 1 (n=3) 20,0 19,99 £ 0,05 99,96 £ 0,25 0,25
Dia 2 (n = 3) 20,0 19,68 = 0,17 98,42 0,83 0,85
Dia 3 (n = 3) 20,0 19,98 +£0,27 99,92 £ 1,36 1,36
Média (n =9) 20,0 19,89 £0,22 99,43 £1,11 1,11

Tabela 3 - Resultados obtidos para o ensaio de exatiddao do método analitico por CLAE para a
quantificagc@o da piperina em nanoemulsoes (n = 3)

Amostra  Concentragdo adicionada Concentracdo recuperada Recuperacio (%)
(ug/mL) (ug/mL)
R1 6,03 £0,10 15,89 £ 0,10 100,59 + 1,68
R2 10,22 £0,14 20,08 £ 0,14 102,19 + 1,39
R3 14,18 + 0,06 24,04 + 0,06 101,27 £ 0,40
Recuperaciao média (%) 101,35 + 0,80
DPR 0,79

R1, R2 e R3: amostras acrescidas da solucdo de referéncia.

Os resultados obtidos para a robustez do método analitico estdo presentes na Tabela 4.
As pequenas variacdes no comprimento de onda, proporcdo da fase mével e mudanca de
equipamento nao afetaram o método cromatografico desenvolvido, indicando a robustez do

mesmo.
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Tabela 4 - Analise da robustez do método analitico por CLAE para a quantificacdo da piperina
em nanoemulsdes

Condigoes Pratos  Fatorde Tempo de Teor de DPR (%)
tedricos cauda retencdo  piperina (%)

Condig¢oes recomendadas™® 3373,7 0,33 6,01 100,01 £ 0,71 0,71

Fase Movel (v/v)

65:35 3824 0,82 10,02 99,81 £ 0,28 0,28

75:25 3425 0,02 4,40 100,02 £ 0,98 0,98

A (nm)

341 3390,3 0,33 6,00 99,57 + 0,64 0,65

345 33943 0,33 5,99 99,46 + 0,33 0,34

Equipamento

HPLC Schimadzu 4978.9 1,17 5,80 99,41 £ 1,08 1,08

*: fluxo de 1,0 mL/min; detec¢do UV a 343 nm; Cromatdgrafo a liquido HPLC Agilent 1260.

5.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS NANOESTRUTURAS

Ap6s a preparagdo, as formulacdes foram avaliadas macroscopicamente, apresentando
um aspecto leitoso, opalescente, com reflexo azulado (efeito Tyndall), conhecido como o
movimento Browniano dos sistemas coloidais. Os resultados referentes a caracterizacao das

nanoestruturas estao expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas poliméricas e nanoemulsodes de
piperina (P-NC e P-NE) e suas respectivas formulagdes sem o bioativo (NC e NE) (n = 3, média

* desvio padrao)

Formulagdo  Concentragdo E. E (%)* Tamanho de PDI** Potencial pH
de piperina goticula/particula zeta (mV)
(mg/mL) (nm)
P-NC 0,98 £ 0,01 99,2 +0,1 203 +2 0,11 +0,01 -124+0,6 6,30%0,15
NC - - 207 +4 0,11 +0,00 -93+1,2 587+0,04
P-NE 0,99 + 0,01 98,5+0,1 1822 0,09+0,04 -63+x04 6,38+0,09
NE - - 176 £ 2 0,10+0,04 -85+x04 6,27%0,07

*E. E: Eficiéncia de Encapsulamento **PDI: indice de polidispersdo.

Figura 3 - Distribui¢do do tamanho de goticula/particula das nanoemulsdes e nanocapsulas

poliméricas contendo (1,0 mg/mL) ou ndo piperina, analisadas por espectroscopia de correlagdao
de fotons. (A) P-NE, (B) NE, (C) P-NC e (D) NC
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Figura 4 - Distribui¢do do tamanho de goticulas/particulas das nanoemulsdes e nanocapsulas
poliméricas contendo piperina (1,0 mg/mL), analisadas por difracdo a laser. (A) P-NE e (B) P-
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As formulagdes apresentaram tamanho nanométrico (170 — 210 nm) e indice de
polidispersdo abaixo de 0,12, mostrando a adequada homegeneidade do sistema. A diferenca
de tamanho entre os nanocarreadores foi significativa (p<0,05), mostrando que a presenca do
polimero é um fator relevante para o aumento do tamanho das nanocépsulas em relacdo as
nanoemulsdes. Esses resultados corroboram com os ja relatados na literatura por Ribeiro e
colaboradores (2016), onde nanoemulsdes contendo tioconazol apresentaram tamanho de
particula menor em comparagdo as nanocapsulas (182 +2 e 207 + 4 nm, respectivamente). Os
resultados de tamanho de goticula/particula por difracdo a laser vem a somar com o anterior,
demonstrando uma distribui¢ao nanométrica, com pico unimodal, sem a presencga de particulas
micrométricas, para ambas formulagdes. As nanoemulsdes e suspensdes de nanocapsulas
apresentaram valores de Span préoximos a unidade (0,628 e 0,739) e D [4;3] de 0,471 um e
0,460 pm, respectivamente, confirmando a homogeneidade do sistema, sem presenca de
microparticulas. Pode-se também observar que a adi¢do do bioativo nas formulagdes nao
influenciou no acréscimo ou descréscimo do tamanho de particulas (p>0,05), caracteristica esta
também apresentada por Savian e colaboradores (2015) empregando o mesmo método de
preparacdo dos nanocarreadores.

O tamanho de particula nanométrico também foi encontrado em outros trabalhos na
literatura, utilizando outras metodologias para encapsulacdo da piperina. Em 2012, Moorthi e

colaboradores testaram quatro métodos para nanoencapsulacdo de curcumina e piperina, € em
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cada um, seis formulagdes (F1-F6) foram avaliadas, variando alguns parametros entre elas. Os
métodos testados foram: hidratacdo de filme, dispersdo sélida, polimerizacdo em emulsdo e
nanoprecipitacdo. Os trés primeiros métodos verificaram o uso de diferentes solventes (acetona
e etanol) na preparacdo das nanoparticulas, demonstrando nao haver diferenca significativa no
tamanho de particula. O aumento do tempo de sonicacdo foi avaliado para o método de
hidratacdo de filme, mostrando haver diminui¢do significativa do tamanho, porém sem
interferéncia no PDI e potencial zeta, apresentando como melhor formulagao a F5 (acetona,
Poloxamer® 188 e 10 minutos de sonicacio), com tamanho médio de particulas de 321 nm e
PDI de 0,537. O uso de diferentes tensoativos também foi avaliado nos métodos de dispersao
sOlida e polimeriza¢do em emulsdo, onde o tensoativo anidnico (SLS) foi capaz de diminuir o
tamanho de particula e aumentar o potencial zeta das formulagdes, em comparagdo ao
tensoativo ndo-idnico utilizado em cada teste (Poloxamer® 188 e Poloxamer® 407). Para o
método de dispersdo sélida, o aumento da viscosidade com alginato de s6dio foi avaliada,
mostrando um aumento no tamanho de particula (510 nm), apresentando como melhor
formulacdo a F2 (etanol, SLS) com tamanho de particula de 158 nm e PDI 0,646. Além da
avaliacdo do tensoativo, o método de polimerizacdo em emulsdo avaliou o aumento na
velocidade de agita¢do, demonstrando a diminui¢do do tamanho de particula, tendo como
formulacdo a F2 (etanol, SLS e 500 rpm) de 705,6 nm e PDI de 0,750. Todos estes métodos
ndo obtiveram resultados satisfatérios quantos aos critérios de tamanho e indice de
polidispersao, por isso a adi¢do de uma fase de filtracdo foi necesséria (0,22 um ou 0,45 um).
Como demonstrado nos métodos anteriores, o tensoativo anidnico foi a melhor escolha para
reduzir a agregacdo, diminuindo o tamanho de particula, do que o tensoativo catidnico ou nao-
i6nico. No entanto, devido a obtencdo de particulas menores, para evitar a rapida eliminacdo
do farmaco por macréfagos, um revestimento com PEG contendo tensoativos ndo-idnicos seria
essencial. Por isso, no método de nanoprecipitacao foi avaliado o efeito do tensoativo anidénico
(SLS) e ndo-i6nico (Poloxamer® 188) e suas combinacdes com o polimero catiénico Eudragit®
E 100. O uso da combinacido de SLS e Eudragit® E 100 obteve maior potencial zeta que
Poloxamer® 188 e Eudragit® E 100, porém, ndo foram observadas diferencas significativas no
tamanho de particula e PDI. Para verificar se este método sofria interferéncia na velocidade de
agitacdo, assim como no método polimerizacdo em emulsao, agitagdes de 500 e 1000 rpm foram
testadas, e observou-se que o aumento da velocidade de agitacao ndo alterou significativamente
o tamanho de particula, PDI e potencial zeta. Das formulacdes testadas para o método de
nanoprecipitacdo, a F4 (Eudragit® E 100, Poloxamer® 188 e 1000 rpm) foi a melhor formulagio,

apresentando tamanho médio de particula de 85,43 nm e PDI de 0,183. Este ultimo método foi
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o mesmo utilizado neste trabalho, bem como a combinacido de tensoativos nio-idnicos e o
polimero (PCL), apresentando caracteristicas semelhantes de diametro médio de particula e
indice de polidispersdo, com o tamanho de particula um pouco menor.

Boddupalli e colaboradores, em 2013, desenvolveram nanoparticulas de albumina sérica
bovina contendo pioglitazona e piperina, pelo método de coacervacgio, apresentando valores de
diametro médio de particulas em torno de 349,4 em pH basico, e 391,5 em pH acido, e alto
indice de polidispersdo, conferindo baixa homogeneidade do sistema.

Pachauri e colaboradores em 2015 desenvolveram nanoparticulas de PLGA pelo método
de emulsificacdo-evaporacdo do solvente, utilizando o PVA como tensoativo, e obtiveram
particulas homogéneas (PDI 0,037) e com didmetro médio de 132 nm. Embora a metodologia
e os componentes utilizados para o desenvolvimento desta formulacdo sejam diferentes dos
utilizados neste trabalho, as caracteristicas fisico-quimicas das particulas se assemelham.

Em relacdo ao pH, as formulacOes apresentaram valores acidos, com diferenca
significativa entre as nanoestruturas. As nanocapsulas apresentaram valores menores de pH,
devido a presenca do polimero PCL, que tem em sua estrutura grupos carboxilicos terminais,
levando a valores de pH mais baixos (SCHAFFAZICK et al., 2002). Valores de pH ligeiramente
maiores foram encontrados para ambos sistemas coloidais, quando o bioativo foi adicionado as
formulac¢des, provavelmente pelas caracteristicas da piperina.

No que se refere ao potencial zeta, as amostras apresentaram valores negativos. No caso
das nanoemulsdes, isto foi causado pela adsor¢ao de moléculas de polissobato 80 a interface
6leo-agua, pois mesmo sendo um tensoativo ndo-idnico, a presenga de impurezas, tais como os
acidos graxos, origina goticulas de 6leo de carga negativa (SALVIA-TRUJILLO et al., 2015).
Em relacdo as nanocépsulas, a carga negativa esta relacionada com a estrutura quimica do
polimero. A presenga de piperina nas formula¢des aumentou o potencial zeta, podendo predizer
uma maior estabilidade dos nanocarreadores, visto que grandes forcas repulsivas tendem a
evitar a agregacao entre as particulas (LEGRAND et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A distribuicdo do potencial zeta das formulacdes pode ser observada na Figura 5.
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Figura 5 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoemulsdes e nanocdpsulas poliméricas
contendo (1,0 mg/mL) ou ndo piperina, analisadas através da mobilidade eletroforética. (A) P-
NE, (B) NE, (C) P-NC e (D) NC
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No que diz respeito ao teor de bioativo, os nanocarreadores apresentaram valores
proximo ao tedrico de 1,0 mg/mL, e eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 100
% para ambas formulacdes.

Quanto a eficiéncia de encapsulamento, os autores Pachauri e colaboradores (2015)
desenvolveram nanoparticulas de PEG-PLGA contendo piperina, que apresentou eficiéncia de
encapsulamento em torno de 38 %, resultado este que demonstra a maior eficiéncia das nossas
nanoestruturas em encapsular este mesmo bioativo, com resultados de 98 e 99 %. Valores
superiores de 78% e 94% foram apresentados por Boddupalli e colaboradores (2013) e Moorthi
(2013), respectivamente, porém ainda significavamente menores que os encontrados neste

trabalho.

5.3 ESTABILIDADE FRENTE AO ARMAZENAMENTO

As formulagdes foram mantidas ao abrigo da luz, durante um periodo de 90 dias. Nesse
tempo foram avaliados o tamanho médio de particulas, indice de polidispersao, potencial zeta,
pH e teor de piperina. O comparativo dos resultados estdo apresentados nas Figuras 6, 7 e 8.

As caracteristicas macroscOpicas iniciais foram mantidas, sem precipitagdo, mudanca
de cor e aspecto.

Em relacdo ao tamanho médio de goticulas/particulas, as formula¢des mantiveram suas

caracteristicas iniciais ap6s 90 dias do estudo, sem diferenca significativa para os resultados
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obtidos (p>0,05). O mesmo foi observado para o indice de polidispersdo, que se manteve abaixo

de 0,15 mostrando a manutenc¢do da homogeneidade dos sistemas.

Figura 6 - Tamanho médio das goticulas/particulas das nanocdpsulas poliméricas e
nanoemulsdes contendo piperina (P-NC e P-NE) ou sem a presenca do mesmo (NC e NE)
determinados no estudo de estabilidade
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Figura 7 - Indices de polidispersdo das suspensdes de nanocdpsulas e nanoemulsdes contendo
piperina (P-NC e P-NE) e suas respectivas formula¢des brancas (NC e NE) determinados
durante o estudo de estabilidade
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No que diz respeito ao pH das formulagdes, este apresentou diferenca significativa para
ambos nanocarreadores (p<0,05), o que ja se esperava devido a outros resultados ja descritos
na literatura (FLORES et al., 2011; HARTER, 2013). Os valores encontrados no final do estudo
de estabilidade foram menores em relagdo aos iniciais, o que pode ser explicado pela possivel
hidrdlise causada nas cadeias dos triglicerideos, culminando no aumento dos 4cidos graxos
livres presentes no 6leo. Ainda, em relagdo as nanocédpsulas, o contato do polimero com a agua,
pode também causar hidrdlise ou ionizagdo dos grupos carboxilicos, que se expde com o
relaxamento das cadeias poliméricas, contribuindo para a diminuicdo do pH (JAGER et al.,

2007).

Figura 8 — Valores de pH das suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes contendo piperina
(P-NC e P-NE) e suas respectivas formulagdes sem o bioativo (NC e NE) determinados durante
o estudo de estabilidade
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Um importante pardmetro avaliado durante o estudo de estabilidade foi o teor de
piperina, visto a instabilidade da mesma, principalmente frente a luz. No periodo de 15 dias,
ambos nanocarreadores mantiveram-se estiveis sem diferenga estatistica (p>0,05). As
nanoemulsdes contendo piperina (P-NE) apresentaram uma diminui¢do para 79 % e 69 %, da
quantidade de bioativo, no acompanhamento de 30 e 60 dias de analise, respectivamente, porém
sem diferenca significativa (p>0,05) ap6s 90 dias (Figura 9). Em comparacdo, as suspensoes de
nanocdpsulas demonstraram maior estabilidade, apresentando teor de firmaco a cima de 95 %
em 60 dias de estudo. No final dos 90 dias, as suspensdes de nanocdpsulas apresentaram uma

diminui¢do no teor para 82 %, ainda assim se mostrando em todo o periodo mais estavel que as
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nanoemulsdes. Com este resultado podemos ressaltar a importancia da parede polimérica na

protecdo da piperina frente a fatores que causam sua instabilidade.

Figura 9 - Teor de piperina das suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes (P-NC e P-NE)
determinados durante o estudo de estabilidade
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5.4 ESTUDO DA PROTECAO DA PIPERINA FRENTE A FOTODEGRADACAO

Mediante a grande instabilidade da piperina frente a luz, este estudo foi conduzido com
o intuito de se observar a capacidade de fotoprotecao dos nanocarreadores em questdo, e de
seus componentes. As formula¢des foram expostas a luz UVA.

As reacdes de degradagdo de farmacos ocorrem a velocidades definidas, sdo de natureza
quimica e dependem de condi¢des como temperatura, concentragdo dos reagentes, pH, radiacao
e presenca de catalisadores. De acordo com a cinética de reagdo, sdo classificadas em reagcdes
de ordem zero, primeira e segunda ordem (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001;
AULTON, 2005). Em uma reacdo de segunda ordem, h4 uma relacdo linear entre o inverso da
concentracao residual da substancia em estudo, em fun¢do do tempo (BRAGA et al., 2014).

Para a determinac¢do da cinética e da ordem de reagdo, o estudo foi conduzido até que
as amostras tivessem apresentado uma degradacao de, aproximadamente, 50 %. A partir dos
resultados experimentais obtidos, graficos foram plotados: concentragao versus tempo (ordem
zero), logaritimo da concentracdo versus tempo (primeira ordem) e 1/concentracdo versus

tempo (segunda ordem). A escolha da ordem de reacdo se deu pelo melhor coeficiente de
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correlagdo encontrado. Todas as formulacdes (suspensdes de nanocédpsulas (P-NC),
nanoemulsdes (P-NE), incluindo o farmaco livre (P-S)),apresentaram uma cinética de reagdo

de segunda ordem. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 6 e Figura 10.

Figura 10 - Teor residual de piperina em fun¢ao do tempo apds exposicao da solu¢do metandlica
do bioativo (P-S), nanocapsula polimérica (P-NC) e nanoemulsdes (P-NE) a luz UVA
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Tabela 6 - Parametros de constante de velocidade de degradagdo (k), tempo de meia vida (t%2)
e coeficiente de correlacdo (r) para solucdo metandlica de piperina (P-S), suspensdo de

nanocéapsulas (P-NC) e nanoemulsdes contendo piperina (P-NE) apds o estudo de
fotodegradacao frente a luz UVA

Formulacao k (h™) tys (h) R

P-S 0,16 £ 0,01 6,25 0,9358
P-NC 0,06 + 0,01 16,83 0,9888
P-NE 0,08 £0,01 12,85 0,9934

*Valores calculados obedecendo cinética de segunda ordem.

Com relagdo aos resultados obtidos, ambos nanocarreadores (P-NE e P-NC) foram mais
efetivos em proteger a piperina quando comparados com a solu¢ao metandlica do farmaco livre
(P-S). Apds 4 h de exposi¢ao a luz UVA, as formulagcdes P-NE e P-NC apresentaram um
decréscimo no contetido de farmaco de 26 % e 21 %, respectivamente, em comparagcdo ao

farmaco livre, que obteve em apenas uma hora de exposi¢do, 30 % de degradacdo, e ao final de
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4 h, praticamente 50 % (Figura 10). A partir das 8 h de experimento, as nanocapsulas
demonstraram conseguir uma melhor fotoprotecao em relagdo as nanoemulsdes, mantendo este
resultado até ao fim das 12 h de exposi¢ao, apresentando teores de 60 % e 53 %.

Esses resultados podem ser confirmados com base nas constantes de velocidade de
degradacao (k) (Tabela 6), uma vez que para as suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes os
valores foram de 0,06 e 0,08 h™', inferiores ao encontrado para o farmaco livre de 0,16 hl. A
capacidade de protecdo das substincias a luz, conferida pelas nanoestruturas, € bastante
conhecida e estudada. Detoni e colaboradores (2012) evidenciaram um aumento da
fotoestabilidade do resveratrol quando associado a nanocéapsulas poliméricas de nucleo lipidico
e outros nanocarreadores. No mesmo sentido, Savian e colaboradores (2015) verificaram
reducgao da fotoinstabilidade do ditranol quando associado a nanoparticulas poliméricas de PCL
em comparagdo a solucao do farmaco livre.

Para garantir apenas a acdo da luz durante o ensaio de fotodegradacdo, visto que essa
reacdo pode ser acompanhada por reagdes térmicas, amostras protegidas da luz (controle
negativo) foram mantidas durante tempo integral do experimento dentro da camara espelhada.
Essas amostras apresentaram teor de piperina proximo a 100 %, demonstrando ndo haver

influéncia da temperatura na degradacdo do bioativo.

5.5 LIBERACAO EM SACOS DE DIALISE EM MEIO GASTROINTESTINAL SIMULADO

O estudo de liberacao in vitro da piperina foi realizado a partir da técnica de difusdao em
sacos de didlise com simulacdo gastrointestinal, a fim de comparar os sistemas nanoestruturados
em relacdo ao bioativo nio associado. Devido a composicao do meio de liberacdo ndo ser
constante, se optou por uma andlise de mesma concentra¢do do padrdo (20 pg/mL) em cada
mudanca de pH e composicio do meio, para posterior comparacdo dos resultados
correspondentes em cada ponto.

O modelo gastrointestinal pode ser utilizado para testes in vitro, pois inclui todos os
compartimentos do trato gastrointestinal (da boca ao ileo), além da simulacdo mecanica nos
movimentos peristalticos, a partir da agitacdo, e o uso de um gradiente de pH no estdbmago,
como ocorre normalmente durante a digestao (MADUREIRA et al., 2011).

Conforme demonstrado (Figura 11), as suspensdes de nanocapsulas e as nanoemulsdes
contendo piperina (P-NC e P-NE) apresentaram uma liberacdo de 3,53 % e 5,68 %,
respectivamente, para a fase esdfago-estdmago. Na fase intestinal, periodo de 3 h e 10 minutos

de experimento, esses valores foram de 6,77 % e 10,33 %, ratificando a menor velocidade de
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liberacdo dos sistemas nanoestruturados servindo como forma para a liberacdo mais lenta e
controlada. Em contrapartida, a piperina em solug¢do (P-S) apresentou, na fase inicial, uma
liberacdo significativamente maior (37,17 %), que se estendeu a fase final, liberando em torno

de 64,22 % do bioativo, cerca de 6 e 9 vezes mais que quando associado aos nanocarreadores.

Figura 11 - Perfil de liberagao in vitro da piperina a partir das suspensdes de nanocapsulas (P-
NC), das nanoemulsdes (P-NE) e solu¢do metandlica (P-S)
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Em 2015, Pachauri e colaboradores desenvolveram nanoparticulas de PEG-PLGA
associadas a piperina, onde obtiveram resultados semelhantes aos encontrados nesse trabalho.
A formulacdo apresentou uma liberacdo biexponencial, com efeito burst na fase inicial
(primeiras 5 h), provavelmente pela por¢cdo de bioativo adsorvido na superficie da particula e
da alta taxa de dissolu¢cdo do polimero. Apds, uma liberacao sustentada foi observada, onde
possivelmente ocorreu a difusdo da piperina do niicleo da particula e a degradacdo do polimero
PLGA. Além disso, a liberac@o controlada foi facilitada pela ligacdo de pontes de hidrogénio
entre a piperina e a matriz polimérica, resultado que estd de acordo com outros estudos da

literatura (YANG et al., 2008; TRIVEDI; KOMPELLA, 2010).
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5.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTITUMORAL

Os ensaios de viabilidade celular sdo amplamente utilizados nos dias de hoje, para fins
de investigacdo preliminar da toxicidade de um nanomaterial (HILLEGASS et al., 2010;
CONTI et al., 2012). Porém, além dos componentes da formulacao, alguns outros cuidados,
como a concentracdo, populacdo e o tipo de nanoparticula devem ser levados em conta
(ELSAESSER; HOWARD, 2012; MENDES et al., 2015). Ainda, as propriedades fisico-
quimicas, tais como tamanho de particulas, forma e estrutura da superficie das nanoparticulas,
também foram reconhecidas por estarem relacionadas a citotoxicidade, no entanto, nio tem a
devida atencdo (MENDES et al., 2015).

Os resultados dos ensaios de viabilidade demonstraram que apds o periodo de
incubacdo, as nanoestruturas sem a presenca do bioativo (NE e NC) apresentaram efeitos
téxicos sobre as células, porém, a viabilidade celular para nanoemulsdes e suspensdes de
nanocapsulas contendo a piperina (P-NE e P-NC) foi proporcionalmente menor em
concentracdes crescentes, e mais efetiva que a piperina ndo associada (P-S), em ambas as
linhagens de células tumorais (Figura 12). Os resultados mais significativos foram encontrados
nas concentracdes mais elevadas. Nas células HepG2, a viabilidade determinada pelo ensaio
MTT na concentracao de 15 ug/mL de piperina, foi reduzida de 77,54 % na P-S para 53,44 %
na P-NC, e mantida a atividade na P-NE (75,62 %). Para o ensaio nas células HT-29 na mesma
concentracdo acima utilizada, a piperina livre apresentou viabilidade de 72,90 %, porém, a
citotoxicidade das P-NE e P-NC foi mais elevada, com valores de viabilidade de 65,77 % e
59,24 %.

Em relacdo a linhagem celular ndo tumoral 3T3, observou-se que foi muito menos
sensivel aos efeitos antiproliferativos e toxicos das P-NE e P-NC, com viabilidade celular a
cima de 80 %, assim como para o firmaco livre (P-S). A nanoemulsdo sem a presenca do
bioativo (NE) ndo apresentou citotoxicidade frente as células, porém, este mesmo resultado ndo
foi encontrado para as nanocapsulas, as quais demonstraram uma viabilidade celular de 83 %.
Resultados semelhantes foram apresentados por Mendes e colaboradores (2015), onde estes
avaliaram a citotoxicidade em fibroblastos de quatro tipos diferentes de particulas, dentre elas
nanocapsulas e nanoesferas sem a presenca do farmaco. Quando as células foram expostas as
nanoesferas e nanocapsulas, uma redugao de 17 % e 16 %, respectivamente, foi observada na
viabilidade celular, condizendo com os resultados encontrados neste trabalho. Em relaciao ao

tensoativo polissorbato 80 utilizado em nossos nanocarreadores, Valério e colaboradores (2015)
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testaram a citotoxicidade de nanoparticulas de PEG400 e PCL530 sintetizadas com quatro
tensoativos, dentre eles o tensoativo ndo-idnico empregado neste trabalho. Os resultados
obtidos demonstraram uma viabilidade celular reduzida para 80 % em relacio a amostra
controle, corroborando com os resultados acima mostrados.

Sunila e colaboradores (2004) testaram a citotoxicidade da piperina livre por ensaio de
MTT, em células L929 e demonstraram que em uma concentracdo de 25 pg/mL de piperina, a
toxicidade foi de 60 %, resultado que ratifica a importancia do encapsulamento do bioativo,
visto que mantém a viabilidade de células saudaveis e aumenta a toxicidade frente a linhagem

de células cancerigenas.

Figura 12 - Citotoxicidade de diferentes concentracdes das nanoestruturas (P-NE e P-NC) e
piperina livre (P-S): a) linhagem celular 3T3; b) linhagem celular HepG2 e c) linhagem celular
HT-29, pelo ensaio de MTT apds 24 h de incubagdo. Dados expressos como média da triplicata
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5.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VIVO COM CAENORHABDITIS ELEGANS

Caenorhabditis elegans sao nematoides de vida livre, com papel significativo em
estudos in vivo, inserido como modelo animal em 1965 por Sidney Brenner. Sua capacidade de
crescimento em uma Unica placa de Petri sobre as bactérias, sua transparéncia, ciclo de vida
rapido (3 dias), fazem deste verme um modelo ideal (GONZALEZ-MORAGAS; ROIG;
LAROMAINE, 2015). Esse nematoide ¢ um dos modelos animais mais bem estudados, pois
possui seu genoma sequenciado e altamente conservado; um sistema nervoso simples, mas bem
caracterizado, contribuindo assim nos ultimos anos para a compreensao sobre a patogénese € 0
tratamento de doencas (MAGLIONI; VENTURA, 2016). Este verme apresenta muitos
processos fisioldgicos basicos que sdo conservados em relacdo aos humanos, permitindo a
correspondéncia e comparacdo de mecanismos moleculares, visto que possui seu genoma com
aproximadamente 72 % de similaridade aos humanos (KALETTA; HENGARTNER, 2006;
ANTOSHECHKIN; STERNBERG, 2007; ZHANG et al., 2013).

A alimentacdo dos C. elegans envolve a ingestdo de alimentos, digestdo, absor¢ao de
nutrientes e defecacdo. A boca de um verme adulto possui seis 1dbios simétricos em torno de
sua abertura, e forma uma cavidade circular de 1 a 3 pym (COLMENARES et al., 2016),
tamanho este que sugere facilidade para a captagcdo de nanocarreadores como os estudados neste
trabalho. Dois movimentos estdo envolvidos no comportamento alimentar deste verme:
batimentos faringeos e peristaltismo. O batimento € um ciclo de contracdo-relaxamento no qual
as particulas e o liquido sdo aspirados. A defecacdo € onde ocorre a remog¢ao de materiais ndo-
digeridos a partir do trato digestivo, através da abertura do anus em ciclos de 50 segundos
(GONZALEZ-MORAGAS; ROIG; LAROMAINE, 2015).

O controle dos batimentos faringeos e defecacdo foi realizado com a finalidade de
avaliar a toxicidade das formulacdes. A ingestdo do alimento, pelos vermes, estd relacionada
diretamente com os batimentos faringeos, que nao apresentaram alteracoes durante este
experimento, provavelmente nao havendo restri¢ao calérica dos vermes. Resultado que também
pode ser confirmado quando compara-se o controle as formulagdes P-NE e P-NC, onde o verme
nao sofreu alteracao dos batimentos faringeos se alimentando da mesma forma (LAKOWSKI;
HEKIMI, 1998). Em relacao a defecacdo, esta € considerada um marcador de toxicidade pelas
alteracdes que podem ocorrer na permeabilidade da barreira intestinal (STEFANELLO et al.,
2015). Neste experimento, os resultados obtidos para as P-NE e P-NC foram de diminuic¢io na

frequéncia dos ciclos de defecacdo, enquanto que as NE e NC ndo apresentaram mudancas neste
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parametro (dados ndo mostrados), indicando que a piperina foi liberada das nanoestruturas e

absorvida pelo verme, alterando a defecacdo apenas nas formulagdes contendo o bioativo.

Figura 13 — Efeito do tratamento com piperina 50 uM em C. elegans na anélise dos batimentos
faringeos e do ciclo de defecacdo. Andlise de uma via (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni
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O teste para avaliacdo da taxa de mortalidade frente a exposi¢ao a juglone foi realizado
na concentracio de 50 uM de piperina. Os vermes foram previamente expostos a P-S, P-NE e
P-NC durante 2 h, e depois foram expostos a juglone. Os vermes pré-tratados com P-S e P-NE
apresentaram uma taxa de mortalidade significativamente menor em comparagio ao grupo
controle positivo, tratado apenas com juglone (p<0,05). Em contrapartida, os vermes tratados
com P-NC ndo obtiveram efeito sobre a taxa de sobrevivéncia (Figura 14). Esta diferenca de
resultado encontrado para as nanoparticulas pode estar relacionada com a estrutura das mesmas,
o que modifica sua liberagao no meio em que foram testadas. A presenca do polimero nas

suspensdes de nanocdpsulas é um fator limitante para a liberacdo da piperina, controlando e
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liberando mais lentamente a mesma para o meio, possivelmente nio visualizando seu resultado
no periodo de tempo do experimento.

Os resultados obtidos para P-NE e P-S sao significativos quanto a a¢ao antioxidante da
piperina, uma vez que a diminui¢do da taxa de mortalidade dos vermes por essas formulacoes,
subentende-se a protecdo do dano oxidativo (geracao de superdxido) causado pela juglone nos

vermes.

Figura 14 — Efeito do tratamento com piperina 50 uM/2 h em C. elegans no ensaio de
sobrevivéncia da juglone. Os vermes foram expostos a 200 uM de juglone por 1 h e a
porcentagem de sobrevivéncia foi analisada apds 24 h de exposi¢do. *p<0,05, ***p<0,001
(comparado com grupo controle positivo) #p<0,05 (comparado a piperina livre). Anélise de
uma via (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram preparadas nanoemulsdes e nanocdpsulas de PCL contendo
piperina, pelos métodos de emulsificacdo espontanea e deposi¢ao interfacial do polimero pré-
formado, respectivamente. Estes nanocarreadores apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
adequadas como: tamanho nanométrico, baixo indice de polidispersao indicando a
homogeneidade do sistema; potencial zeta negativo, pH &cido, teor de bioativo préximo ao
teodrico e eficiéncia de encapsulamento préxima a 100 %.

Foi validado um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a
quantificacdo da piperina associada a nanoemulsdes e suspensdes de nanocdpsulas poliméricas,
o qual se mostrou especifico, linear, preciso, exato e robusto, com analise simples e rapida.

Quanto a estabilidade, o diametro médio das particulas e o indice de polidispersao
mantiveram-se sem mudancas significativas. O pH, como ja esperado, teve um decréscimo,
tornando-se um pouco mais acido devido as caracteristicas do polimero e do 6leo. Em relacdo
ao teor de piperina, as P-NE e P-NC mantiveram-se estidveis durante 15 e 60 dias,
respectivamente.

O ensaio de fotoestabilidade demonstrou que as nanoestruturas promoveram uma menor
degradacao da piperina frente a luz UVA em comparagdo com o bioativo ndo encapsulado, e
que as nanocipsulas foram mais eficientes que as nanoemulsdes.

Em relagao a liberacao in vitro com meio gastrointestinal simulado, as nanoestruturas
contendo a piperina foram capazes de controlar a liberacdo do bioativo, apresentando uma
menor liberacio nos diferentes tempos de analise, em comparacdo a piperina ndo encapsulada.

O ensaio de citotoxicidade in vitro para avaliacdo da atividade antitumoral, demonstrou
que as P-NE e P-NC apresentaram maior toxicidade para as células cancerigenas HepG2 e HT-
29, do que a piperina ndo associada, € ainda uma maior viabilidade em fibroblastos,
assegurando a baixa toxicidade das goticulas/particulas.

A citotoxicidade in vivo em C. elegans demonstrou que os vermes foram capazes de se
alimentar, sem mudanca dos batimentos faringeos e na defecacdo apds contato com as
nanoestruturas sem o bioativo e com a piperina nanoencapsulada. Além disso, a associacao da
piperina as nanoemulsdes (P-NE) e a solucdo do bioativo (P-S) foram capazes de proteger os
vermes contra o dano oxidativo causado pela geracao de superdxido da juglone, apresentando

uma acao antioxidante.
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