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RESUMO

O uso de fitofarmacos como coadjuvantes no tratamento e na prevencao de dislipidemias séo
de grande interesse na industria farmacéutica, para a reducdao dos eventos de aterosclerose e
outras doencas cardiovasculares. A curcumina (CUR) é um composto fendlico extraido dos
rizomas da Curcuma longa L. e demonstra alto potencial farmacoldgico por interagir com
varios alvos moleculares. Dentre as inUmeras atividades farmacoldgicas, apresenta fortes
evidéncias na reducdo dos lipideos séricos e acdo hepatoprotetora. Entretanto, possui
fotossensibilidade e baixa biodisponibilidade. A piperina (PIP) é um alcaloide encontrado nos
frutos e raizes das espécies Piper nigrum L. e Piper longum L. Este metabolito secundario
possui, dentre algumas propriedades farmacoldgicas, o consumo calorico de gordura, reducéo
da obesidade e dos niveis de lipideos sanguineos. Apresenta alto grau de pungéncia, baixa
solubilidade em agua e um efeito promissor de aumentar a biodisponibilidade de outros
farmacos. Devido as limitacOes relacionadas as propriedades fisico-quimicas das moléculas de
CUR e PIP e com o intuito de aumentar sua biodisponibilidade para o uso em futuras
formulagdes farmacéuticas hipolipemiantes e hepatoprotetoras. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro microparticulas poliméricas empregando Eudragit®
S100 e RS30D pela técnica de spray drying. As formulacdes foram preparadas em
etanol:agua (50:50, v/v) nas concentracfes de 0, 10 e 20% de farmacos puros e/ou associados.
Foram obtidas microparticulas com tamanho (1,86 a 7,75 um), rendimento (12,41 a 69,33%) e
umidade (2,54 a 4,93%) adequados. A quantificacdo do farmaco foi realizada por meio de
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método mostrou-se
especifico, linear, preciso e exato. As microparticulas obtidas com Eudragit® S100
apresentaram formato esférico ou semiesférico, com superficie lisa e algumas irregularidades,
nas quais a eficiéncia de encapsulacdo do(s) farmaco(s) apresentou entre 81,42 a 109,75%. Ja
as de Eudragit® RS30D apresentaram estruturas colabadas com formato arredondado, com
inimeras concavidades e rugosidades na sua superficie e eficiéncia de encapsulacdo entre
84,65 a 102,5%. Nao foi constatado farmaco livre na superficie de nenhuma microparticula. A
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) ndo
evidenciou ligagBes quimicas entre os farmacos e os polimeros. Os resultados obtidos por
difracdo de raios X (DRX) e pela anélise térmica (ATG) indicaram amorfizacdo dos farmacos
em relacdo & CUR e PIP puras. Os testes in vitro demonstraram auséncia de efeito hemolitico
e presenca de efeito antioxidante correlacionado ao metabolismo lipidico. Considerando os
resultados obtidos, as formulagfes de microparticulas (met)acrilicas contendo CUR e PIP
podem ser uma alternativa viavel para a realizacdo de futuros ensaios in vivo em modelo de
aterosclerose.

Palavras-chave: Dislipidemias. Polimetacrilatos. Spray-drying. Liberagdo controlada. Perfil
lipidico.



ABSTRACT

The use of phytopharmaceuticals for preventing and treating dyslipidemias shows remarkable
interest in the pharmaceutical industry by reducing atherosclerosis events and other
cardiovascular diseases. Curcumin (CUR) is a phenolic compound extracted from the
rhizomes of Curcuma longa L. and shows high pharmacological potential by interacting with
several molecular targets. Among its pharmacological activities, CUR presents strong
evidence in the reduction of serum lipids and hepatoprotective action. However, it has
photosensitivity and low bioavailability. Piperine (PIP) is an alkaloid found in fruits and roots
of the species Piper nigrum L. and Piper longum L. This secondary metabolite has some
pharmacological properties as reduction of fat, obesity, and blood lipid levels. It has a high
degree of pungency, low water solubility and a promising effect to increase the bioavailability
of other drugs. Considering the physicochemical limitations of CUR and PIP and the aim of
increasing their bioavailability for use them in future lipid-lowering and hepatoprotective
pharmaceutical formulations, the objective of this work was to develop, to characterize and to
evaluate in vitro polymeric microparticles using Eudragit® S100 and RS30D by spray-drying
technique. The formulations were prepared in ethanol:water (50:50, V/V) containing 0, 10 and
20% of pure drugs alone and/or in combination. Microparticles with suitable size (1.86 to
7.75 pm), yield (12.41 to 69.33%), and moisture (2.54 to 4.93%) were achieved. The drug
was quantified using an analytical method by high performance liquid chromatography
(HPLC). This method was specific, linear, precise, and exact. The Eudragit® S100
microparticles were spherical or semi-spherical in shape, presented smooth surface and some
irregularities. The encapsulation efficiency was between 81.42 and 109.75%. For Eudragit®
RS30D, erythrocyte-like structures and encapsulation efficiency between 84.65 and 102.5%
were obtained. No free drug was found on the surface of any microparticle formulation.
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) did not show chemical bonds between drugs
and polymers. The results obtained by X-ray diffraction (XRD) and thermal analysis (TGA)
indicated drug amorphization comparing to pure CUR and PIP. In vitro tests showed no
hemolytic effect and with antioxidant effect associated with lipid metabolism. Considering the
results obtained, (meth)acrylic microparticle formulations containing CUR and PIP may be a
feasible alternative for further in vivo assays in atherosclerosis model.

Keywords: Dyslipidemias. Polymethacrylates. Spray-drying. Controlled release. Lipid
profile.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdao Mundial de Saude (WHO, 2016), 70% das mortes mundiais
sdo causadas por doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) levando a 6bito, anualmente
cerca de 38 milhGes de individuos. Dentre as DCNT estdo, cancer, Diabetes mellitus (DM),
doencas cronicas respiratorias (DCR) e doencas do aparelho circulatério, como por exemplo,
acidente vascular cerebral (AVC) e doencas cardiovasculares (DCV) (WHO, 2018). Até o
momento, essas doencgas contribuem para uma grande parcela dos gastos em salde e
acarretam em perda consideravel na qualidade de vida do individuo (MALTA et al., 2019).

Quanto as DCV, em estudos anteriores o0 niumero de 6bitos no mundo correspondia a
30% dos casos de DCNT (WHO, 2011) e da mesma maneira, no Brasil foi de 24,9%
(BRASIL, 2014). O estudo de Mortensen e Falk (2018) denota que, a incidéncia de DCV nos
Estados Unidos, tem agravado com o envelhecimento acarretando num aumento esperado de
43% (cerca de cinco milhdes) na prevaléncia de doengas cardiacas coronarias, com um custo
estimado de $ 70 milhdes até o ano de 2030. No Brasil, estudos de mortalidade prematura (30
a 69 anos de idade) sdo os mais encontrados em dados epidemiologicos na literatura, assim
como o de Malta e colaboradores (2019), os quais verificaram que no periodo de 2000 a 2013,
houve um declinio de 3,4% ao ano na taxa de DCV. No entanto, existe um grande desafio
para implementar cuidados para os portadores dessas doencas, bem como instituir um
tratamento preciso e eficaz (BRASIL, 2011).

O risco do desenvolvimento de DCV e cancer sdo agravados por alteragdes
fisiolégicas e metabolicas, ocasionadas pelo sobrepeso, obesidade, DM, dislipidemias,
hipertensdo arterial sisttmica (HAS), estado pro-inflamatério e pré-trombotico. Estes
agravantes tém relacdo direta com a hereditariedade e o estilo de vida do individuo, uma vez
que fatores como sedentarismo, estresse, consumo de bebidas alcodlicas, excesso de gorduras
saturadas na dieta alimentar e o tabagismo podem alavancar e/ou potencializar o quadro
clinico (BARBALHO et al., 2015).

Neste contexto, as dislipidemias sdo caracterizadas por um distdrbio nos niveis de
um ou mais componentes lipidicos sanguineos e a principal evidéncia deste descontrole é a
doenca aterosclerética (DA), que ao longo do tempo acarreta problemas cardiovasculares
como infarto agudo do miocardio (IAM), AVC e insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC)(FERENCE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2009). Outra complicacdo clinica é o
transtorno hepatico ocasionado pelo processo inflamatdrio em decorréncia das alteracdes
lipidicas (DIEBERGER et al., 2018; MARMITT et al., 2016).
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A prevencdo associada ao adequado tratamento das dislipidemias é a melhor
alternativa para o controle da aterosclerose e outras DCV (BARBALHO et al., 2015). O
diagnostico ocorre por meio de exames laboratoriais do perfil lipidico e a escolha do melhor
esquema terapéutico, geralmente prescrito para um periodo prolongado de uso, é baseada em
evidéncias clinicas. O historico familiar e o grau de risco em que o individuo se enquadra
também devem ser considerados para avaliar a meta estratégica (SCB, 2017). Existem
algumas classes de medicamentos disponiveis no mercado eseus mecanismos de acao estdo
envolvidos em alguma etapa no processo do metabolismo lipidico, como na sintese do
colesterol (COL), ligacdo em receptores especificos ou ainda mudangas genéticas. Dentre 0s
medicamentos mais utilizados estdo as estatinas e os fibratos. Entretanto, comumente
apresentam como efeitos colaterais quadros de mialgia e hepatotoxicidade. Sabe-se ainda que
0 uso de apenas uma classe medicamentosa ndo € garantia de eficacia terapéutica (BORGES;
OFFERMANNS, 2008; SCB, 2017).

O tratamento das dislipidemias depende de medidas farmacol6gicas e ndo
farmacolodgicas. Uma alternativa interessante e que tem recebido especial atencdo na area de
tecnologia farmacéutica é o emprego de produtos fitoterapicos. Inimeros estudos relatam
atividade farmacologica comprovada favorecendo sua ampla utilizagdo para as mais variadas
alteracdes fisioldgicas (CLEMENT, 2009; YUAN et al., 2016; WHO, 2017).

Algumas espécies vegetais, geralmente de uso tradicional na populacdo, sdo capazes
de prevenir, aliviar ou curar doencas. Sendo uma opcdo de efetiva resposta terapéutica Unica
ou comocoadjuvante em tratamentos que utilizam medicamentos convencionais
(CARVALHO et. al., 2007; MOREIRA et al., 2014; YUAN et al., 2016).

Muitos estudos realizados com o intuito de reduzir taxas lipidicas ja foram relatados
na literatura, dentre os quais os fitofarmacos curcumina (CUR) e piperina (PIP) tém se
destacado. A Curcuma longa L., conhecida mais comumente como acafrdo-da-terra e
utilizada como tempero na culinéria, possui substancias com propriedades farmacoldgicas. A
CUR ¢ o seu principal composto e apresenta diversas atividades terapéuticas, como a¢do
digestiva (carminativa), imunizante, antialérgica, antimicrobiana, anti-inflamatdria,
cicatrizante, antioxidante, acdo em doencas respiratorias (como a sinusite) e hepaticas
(CARNEIRO, 2009; MARCHI, 2016), bem como, a redugdo dos niveis plasmaticos de
colesterol total (COL) (ALWI et al., 2008; QIN et al., 2017). J& outro condimento da
culinéria, a Piperis nigrum L., também conhecida como pimenta negra, possui como principal
componente farmacolégico a PIP, a qual possui acdo anti-inflamatoria, antidepressiva,

redutora dos niveis lipidicos, efeito contra a obesidade, aumento da digestdo de alimentos e
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ativacdo da proliferagdo dos melandcitos celulares. Outra acéo relevante é o efeito sobre a
absorcdo de nutrientes como as vitaminas A, B6 e C, como também selénio e betacaroteno
(ATAL; BEDI, 2010). Apresenta um efeito caracteristico de grande potencial cientifico e
medicamentoso capaz de aumentar a biodisponibilidade de alguns farmacos (MHASKE et al.,
2018).

Os fitofarmacos CUR e PIP podem auxiliar no controle ou tratamento de
dislipidemias e proporcionar um efeito de hepatoprotecdo. Estudos de CUR (FAN et al.,
2017; YING, et al., 2013; ZINGG et al., 2013) e PIP (KAUR e MEENA, 2013;
THIRUMALAI et al., 2014; WANG et al., 2016) puras e/ou associadas (MYIASAWA et al.,
2018; PANAHI et al., 2018; TU et al., 2014a) tém demonstrado resultados relevantes. Porém
algumas caracteristicas pertinentes limitam a utilizacdo destes fitofarmacos, principalmente, a
baixa biodisponibilidade de ambos no organismo (LI et al, 2017; NGUYEN et al., 2017) e a
pungéncia da PIP (BARCELOUX, 2009).

A possibilidade da associacdo de um farmaco a um sistema que permita a alteracéo
e/ou adequacdo de suas propriedades fisico-quimicas, sem alterar a sua estrutura quimica,
além de permitir uma liberacdo prolongada, torna-se viavel a partir do emprego de sistemas
poliméricos, aumentando seus efeitos farmacologicos. O presente estudo tem por objetivo
utilizar sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos por meio de microparticulas contendo
CUR e/ou PIP obtidas pelo método de secagem por aspersdo, utilizando equipamento de

spray drying, para avaliar o efeito da reducao das dislipidemias.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO LIPIDICA

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo denominadas de radicais livres.
Possuem como caracteristica quimica, um nimero impar de elétrons na Ultima camada
eletronica tornando atomos ou moléculas altamente instdveis e muito reativos
(COTINGUIBA et al., 2013). As EROS sdo oxidantes e assim, quando estdo em maior
guantidade em relacdo aos seus equivalentes antioxidantes podem desencadear diversas
patologias. Este desequilibrio causa um evento de estresse oxidativo (BIRDEN et al., 2012).

A producdo de EROS ocorre fisiologicamente por reagdes metabolicas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010) que utilizam oxigénio decorrente de agentes
enddgenos ou fatores ambientais e é de extrema importancia em processos biologicos do
sistema imune de defesa e na sinalizacdo celular (ALVES et al., 2010). O dano causado pelo
seu excesso de producdo desencadeia uma série de alteragdes nas funcGes celulares normais,
pois tem como alvo moléculas do organismo como o DNA, proteinas, carboidratos e lipideos.
As lesGes oxidativas no DNA celular podem ocasionar mutacgdes e contribuir para a iniciacdo
e progressdo da carcinogénese (GOUVEIA; LIMA, 2017).

As EROS séo classificadas em dois grupos. As que compreendem os radicais livres
s80 os superéxidos (O), radical hidroxila (OH"), 6xido nitrico (NO), radicais organicos (R),
radicais peroxil (ROO") e alcoxil (RO), radical sulfonil (ROS), radical tiol (RS), radical
peréxido tiol (RSOO) e dissulfetos (RSSR). Ja os compostos ndo radiculares incluem
peréxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (O,), 0z6nio trioxigénio (Os), hidroxidos
organicos (ROOH), hipoclorito (HOCI), peroxinitrito (ONO’), anion carbonato peroxinitroso
(O=NOOCO0,), anion nitrocarbonato (O,NOCO;), diéxido de nitrogénio (NO;) e a carbonila
derivada de hidratos de carbono ou lipidios altamente reativos (LIOU; STORZ, 2010; XU et
al., 2014).

J4, os antioxidantes sdo compostos naturais ou sintéticos que possuem estrutura
molecular com elevada estabilidade oxidativa. S&o responsaveis pela prevencao da oxidacao
resultante da acdo dos radicais livrespor terem a capacidade de estabilizar ou desativar as
ERQOS previamente ao ataque das células (BARBOSA et al., 2010). Dentre os mecanismos
para tal efeito estdo: captura ou regeneracdo de radicais livres, decomposicdo de peroxidos,

eliminagdo de oxigénio, inibi¢do de enzimas envolvidas no processo de formagéo de radicais
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livres e inibigdo da cascata de reagdes que envolvem os radicais livres (GOUVEIA; LIMA,
2017).

Os sistemas antioxidantes podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos. A superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GSH-Rd) e a catalase
(CAT) sdo enzimas responsaveis pela remocdo do anion superéxido (O2 ), hidroperoxidos
organicos e peroxido de hidrogénio (H,O,) (BAGCHI et al., 2014). Os sistemas antioxidantes
ndo enzimaticos sdo compostos produzidos no organismo (glutationa, ubiquinona e &cido
Urico) ou obtidos diretamente da dieta (a-tocoferol ou vitamina E, B-caroteno ou pro-vitamina
A, 4acido ascorbico ou vitamina C, e compostos fendlicos, como flavonoides e
poliflavonoides) (KRYSTONA et al., 2011).

A dieta hiperlipémica altera o metabolismo do oxigénio, pois 0s acidos graxos com
duplas ligacdes sdo vulneraveis as reacdes oxidativas. A peroxidacdo lipidica é uma reacdo
em cadeia dos acidos graxos poli-insaturados que promove a formagdo de EROS. Os écidos
graxos: linoleico, araquidonico e docosahexanoico sdo os que mais sofrem peroxidacao
lipidica celular. Portanto, o processo pode estar aumentado nos individuos com comorbidades
como, obesidade, HAS, DM, dislipidemias, DCV e neoplasias podendo estar relacionado a
aterosclerose, uma vez que sua etiologia esta associada a modificacdo oxidativa da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (NEVES, 2010).

As lipoproteinas plasmaticas sdo particulas com grande variabilidade de tamanho,
densidade, carga elétrica e composicao lipidica e/ou protéica. E, quando sofrem oxidacao
ocorre modificacdo estrutural causando alteracbes nas suas propriedades fisico-quimicas
(HEVONOJA et al., 2000).

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica pode ser realizada pela determinagcdo dos
produtos gerados como isoprostanos, hidroperdxidos lipidicos, aldeidos, fosfolipidios
oxidados e produtos da oxidacdo do COL. Neste trabalho, o biomarcador de maior interesse €
0 malonaldeido, que é um aldeido bifuncional que tem a capacidade de se ligar aos residuos
de aminoéacidos com carga elétrica positiva das apolipoproteinas resultando em alteracdes das
cargas na superficie das lipoproteinas. O método colorimétrico que utiliza o acido
tiobarbitarico (TBA) é o mais utilizado para a deteccdo deste biomarcador (LUZ et al., 2011).

Os metodos de avaliacdo e mensuracdo dos biomarcadores sdo indicadores de
processos fisioldgicos normais, patolégicos ou de resposta a uma intervencdo terapéutica
(GOUVEIA; LIMA, 2017).
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2.2 DISLIPIDEMIAS E ATEROSCLEROSE

As dislipidemias sdo caracterizadas por alteracfes séricas de um ou mais
componentes lipidicos no sangue. Podem ser classificadas em primérias e secundarias, sendo
que as primarias ndo possuem causas aparentes enquanto as dislipidemias secundarias
resultam de uma doenca pré-existente (GOLDBERG, 2018).

Consideradas ainda, como um fator de risco relevante para o desenvolvimento da
aterosclerose, as dislipidemias representam a base para as DCV, responsaveis por altas taxas
de morbimortalidade. A prevaléncia das dislipidemias ocorre de acordo com a populacdo
estudada, sendo de 75 a 85% maior nos individuos em que a doenga coronariana ocorre antes
dos 55 a 60 anos para homens e dos 65 anos para mulheres, comparada com 40 a 48% de
prevaléncia nos individuos sem DCV, respectivamente. De acordo com a literatura, pode-se
dizer que na populacdo brasileira, a prevaléncia varia entre 12,5 a 20% (BRASIL, 2019).

O aumento sanguineo de quilomicrons e de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) resulta em hipertrigliceridemia. Isto acontece por meio da diminuicdo da hidrolise
dos triglicerideos (TRI) pela acéo da lipase lipoproteica ou entdo, pelo aumento da sintese de
VLDL. Ambos 0s mecanismos sdo ocasionados por variantes genéticas das enzimas ou das
apolipoproteinas (Apo) relacionadas a essas lipoproteinas. O aumento de lipoproteinas
sanguineas com grandes quantidades de COL, como a LDL, resulta em hipercolesterolemias
monogénicas e poligénicas. As doencas monogénicas ocorrem pelo defeito no gene do
receptor para LDL (LDL-R) ou no gene da Apo B100, resultante de mutagdes, ocasionando
respectivamente, reducdo de expresséo em membrana e deformagdes estruturais ou
funcionais, também a deficiéncia no acoplamento da LDL ao receptor da célula. Nas doencas
poligénicas as mutacdes ocorrem em multiplos genes envolvidos no metabolismo lipidico e
sdo influenciadas pela interacdo entre fatores genéticos e ambientais (HANSON, 2005).

As lipoproteinas apresentam diferencas de tamanho, densidade, composi¢do quimica
e podem diferir entre si pela modificacdo in vivo por meio das acGes enzimaticas. Estas
modifica¢bes influenciam seu papel no metabolismo lipidico e no processo aterogénico
(SBC, 2017).

A formacéo da placa aterosclerdtica inicia-se com a agressdo ao endotélio vascular e
como consequéncia, a disfungdo endotelial aumenta a permeabilidade da camada intima as
lipoproteinas plasmaticas que ficam retidas no espaco subendotelial. E assim, as particulas de
LDL sofrem oxidacdo (LDL-0x), por meio de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies

reativas de nitrogénio (ERN), além de enzimas como a mieloperoxidase, tornando-as
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imunogénicas e promovendo o surgimento de moléculas de adesdo leucocitéaria na superficie
do endotélio. Dentre as principais, estdo a molécula de adesdo intercelularl (ICAM-1) ou CD-
54, molécula de adesdo celular plaquetaria 1 (PCAM-1) ou CD-31, proteina de adeséo celular
vascular 1 (VCAM-1) ou CD-106, proteina quimioatraente de mondcitos 1 (CP-1) ou CCL2,
entre outros. Estas moléculas sdo proteinas quimiotaticas que produzem citocinas
inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y), que
expressam receptores “sequestradores” das LDL-0x, como SR-A, CD36 e CD69 (GALKINA,;
LEY, 2009; WICK; KNOFLACH; XU, 2004). Apos a adesdo de mondcitos e linfécitos no
limen da parede arterial, mais precisamente no espaco subendotelial, os mondcitos se
diferenciam em macréfagos que procuram captar as LDL-ox transformando-se em células
espumosas responsaveis pela formacao das estrias gordurosas, as quais representam as lesdes
macroscopicas iniciais da aterosclerose. Portanto, os macrofagos ativados sdo responsaveis
pela progressao da placa aterosclerética mediante a secrecdo de citocinas que amplificam a
inflamacg&o e de enzimas proteoliticas capazes de degradar colageno e outros componentes
teciduais. Os linfécitos T, mesmo em menor namero, também participam do processo
aterosclerdtico, uma vez que se diferenciam e também produzem citocinas que modulam o
processo inflamatorio local (GALKINA; LEY, 2009; HANSON, 2005).

Alguns mediadores de inflamacdo estimulam a migracdo e proliferagdo das células
musculares lisas da camada média arterial para a camada intima, passando a produzir, além
das citocinas e fatores de crescimento, matriz extracelular, a qual formara parte da capa
fibrosa da placa aterosclerdtica (Figura 1). Sendo assim, a placa aterosclerotica desenvolvida
é constituida por elementos celulares, componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico e
necrotico. As formacdes das placas podem ser estaveis e instaveis. No primeiro caso, 0
colageno esta organizado em capa fibrosa espessa com ndcleo lipidico e necrético em
menores proporcdes e as células inflamatdrias sdo escassas. As formacOes instaveis
apresentam atividade inflamatoria intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande
atividade proteolitica, nucleo lipidico e necrdtico proeminente e capa fibrética ténue. A
ruptura desta capa expfe o material lipidico, o qual é altamente trombogénico, levando a
formacdo de um coagulo. Este processo diminui ou interrompe a passagem do fluxo
sanguineo (CUCHEL et al., 2007).

O processo aterogénico ou a aterosclerose é uma doenca inflamatdria crénica em
resposta a agressdo endotelial que acomete artérias de médio e grande calibre. Possui
caracteristicas de progressdo lenta, irreversivel e multifatorial. No entanto, o depésito de

lipoproteinas na parede das artérias ocorre de maneira proporcional a concentracdo plasmatica
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desses lipideos. A aterosclerose é a causa principal de DCV, como IAM, AVC, aneurisma da
aorta e doenca vascular periférica (GONCALVES et al., 2018; ROSS, 1999).

FIGURA 1 - PLACA ATEROSCLEROTICA NO INTERIOR DO VASO SANGUINEO

ARTERIA R D FORMAGAO DE
NORMAL (FIBROSA) PLACA INSTAVEL

Fonte: GUNITA. Thrombus formation. Disponivel em: https://es.123rf.com/photo_38473543 stock-vector-
blood-clot-formation-coronary-artery-disease-anatomy-of-healthy-artery-unhealthy-arteries-human-
hear.html. Acesso em: 12 mar. 2020.

Nota: Evolugdo da placa aterosclerética com a formagdo de trombos a partir da artéria saudavel ocasionando
dano ao musculo cardiaco.

Nos estudos de Nocon et al. (2008), Santos et al. (2011) e Rodrigues et al. (2009),
destacaram-se como fatores desencadeantes da DA: hipercolesterolemia, lesdo endotelial,
inflamacdo e estresse oxidativo. Outros fatores podem potencializar a velocidade do seu
desenvolvimento, como a genética individual do paciente, hereditariedade, condi¢cdes crénicas
como, HAS e DM, além do estresse emocional, depressdo, ansiedade e também o estilo de
vida (sedentarismo, fumo, obesidade, dieta com excesso de gordura saturada, ingesta
alcoolica, entre outros).

Ainda, em adicdo as DCV e dislipidemias, hd uma forte relacéo entre os niveis altos
de COL, bem como de TRI e a hepatite ndo alcodlica, uma vez que acarreta um processo
inflamatorio nas celulas parenquimais do figado ocasionando les&o ou disfuncéo hepética. Os
medicamentos sintéticos disponiveis para o tratamento de doencas hepéticas sdo de custo
expressivo e podem causar efeitos adversos com o uso prolongado, para tanto, os efeitos
hepatoprotetores de farmacos de origem fitoterapica tém sido investigados na possibilidade

para tratamento ou como coadjuvante terapéutico (MARMITT et al., 2016).
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Outros achados que corroboram para a estreita relagdo entre dislipidemias e
desordens hepaticas foram relatados no estudo de Musial et al. (2013), onde em 80% dos
casos, as pessoas obesas foram as que apresentaram a maior tendéncia a desencadear o
aparecimento de esteatose hepatica, pelo aumento dos niveis lipidicos plasmaticos, e
praticamente todos os obesos com DM do tipo Il apresentaram algum tipo de alteracdo
hepatica. O inicio da patologia pode ser assintomatico, porém as anormalidades do figado
podem levar a varias complica¢fes, que além da esteatose, podem resultar em fibrose, cirrose,
hipertensdo portal e carcinoma hepatocelular (DIEBERGER et al., 2018).

Para tanto, na investigacdo de desordens hepaticas, o exame fisico do paciente deve
avaliar os niveis da pressdo arterial sistémica, das medidas antropométricas e da
circunferéncia abdominal. Associa-se que quanto maior a quantidade de gordura no abdémen
maior serd o achado de depdsito de gordura no figado, ou seja, acimulo excessivo de lipideos
nos hepatdcitos. Tal alteracdo caracteriza a esteatose, quadro este que pode permanecer
estavel por muitos anos, regredir quando as causas forem controladas ou ainda, evoluir para
inflamacéo (esteato-hepatite), morte celular, fibrose (cicatrizacdo), cirrose e carcinoma
hepatocelular (cancer do figado). Exames complementares sdo importantes para o
diagnostico, como os laboratoriais (enzimas hepaticas, colesterol total e fracGes, triglicérides,
glicemia e insulina), os de imagem (ultrassonografia de abd6men, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética e elastografia hepatica) e bidpsia do figado, sendo
este, 0 exame mais adequado para estabelecer o diagndstico seguro de esteatose hepatica
(COTRIM, 2021).

Em geral, o diagndstico precoce das dislipidemias, o acompanhamento do perfil
lipidico e o controle de enzimas hepaticas por meio de exames laboratoriais de rotina do
paciente, tém o intuito de possibilitar um melhor esquema terapéutico, ja que a aterosclerose e
outras DCV sdo passiveis de controle, bem como as disfuncBes hepaticas associadas
(BORGO et al., 2019; DIEBERGER et al., 2018).

A SBC e a SBPC/ML (2017) recomendam os valores do perfil lipidico nas condi¢bes
de jejum de 12 horas e ndo-jejum, uma vez que este ultimo tende a facilitar a realizacdo dos
exames ¢ a utilizagao dos dispositivos “point of care em métodos validados” que dosam COL
e suas fracbes no sangue capilar. Resultados muito elevados devem ser confirmados em
condigdes de jejum. Os resultados para 0 COL e o HDL, em ambas as condigdes de coleta
sanguinea, devem ser considerados 0s mesmos, ou seja, menor que 190 e maior que

40 mg.dL?, respectivamente. Ja os valores para TRI, variam para as condices de jejum e néo
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jejum, em menor que 150 e 175 mg.dL™". Os valores de referéncia para o perfil lipidico podem

ser observados na Tabela 1.

TABELA 1 - VALORES DE REFERENCIA PARA EXAMES LABORATORIAIS DO PERFIL LIPIDICO

JEJUM NAO-JEJUM
Colesterol total (mg.dL™) <190 <190
HDL Colesterol (mg.dL™) > 40 > 40
Triglicerideos (mg.dL™) < 150 <175

Fonte: Adaptado de SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA. Atualizagdo da Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e prevencdo de aterosclerose. Arquivo Brasileiro de Cardiologia, n. 109, 2 supl. 1, p. 1-
76, 2017.

Os valores de LDL atualmente devem ser considerados conforme estratificacdo de
risco cardiovascular, com meta para sua redugdo o uso de doses altas de medicamentos
convencionais, como por exemplo, as estatinas. Sendo as categorias: de muito alto risco, alto
risco, risco intermediario e baixo risco; com suas respectivas metas atuais para LDL: menor
que 50, 70, 100 e 130 mg.dL™. Os critérios de inclusdo levam em consideracdo uma
ferramenta chamada Escore Global para uso do medicamento. A meta de LDL para definicéo
da dose incluem de modo geral, DA assintomatica, subclinica, DM tipo | ou Il, fatores de
risco e fndices de LDL altos, de 70 a 189 mg.dL™* ou maiores ou igual a 190 mg.dL™ e ainda,
situagOes de obstrucéo arterial e aneurisma da aorta abdominal (BRASIL, 2018; SBC, 2017).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas - Dislipidemia: prevencgéo de
eventos cardiovasculares e pancreatite (BRASIL, 2019), o tratamento das dislipidemias
também tem por objetivo promover a prevencdo de pancreatite aguda associada a
hipertrigliceridemia grave (com resultados maiores que 500 mg.dL™). Tal achado é
observado na populacdo, porém a patogénese dessa inflamacdo ndo estd muito clara.
Tradicionalmente, o tratamento buscava atingir niveis de LDL abaixo 100 mg.dL™ ou de TRI
abaixo 150 mg.dL™ e a prioridade passou também a ser a reducdo do risco cardiovascular do
paciente, critério de inclusdo do mesmo ao tratamento.

A eficécia no tratamento das dislipidemias depende da acdo conjunta de medidas néo
farmacol6gicas e farmacologicas, como mencionado anteriormente. No entanto, na
farmacoterapia, muitas vezes a meta do tratamento ndo é alcancada com o uso de apenas um
medicamento. As opcdes se baseiam em diversas classes de farmacos, principalmente aqueles
gue agem como os inibidores seletivos da absorcdo de COL e inibidores da 3-hidroxi 3-

metilglutaril coenzima A (HMgCoA) redutase que incluem as estatinas, resinas sequestrantes
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dos &cidos biliares, niacina, fibratos, acido nicotinico e ezetimibe. O uso de estatinas tem sido
a primeira escolha de tratamento (SBC, 2017).

Fazem parte deste grupo: atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina,
rosuvastatina, pitavastatina e sinvastatina. Sdo farmacos que causam a inibicdo parcial e
reversivel da enzima HMgCoA redutase, uma vez que inibe a conversdo de HMgCoA em
mevalonato com consequente reducdo da sintese do COL (mecanismo responsavel por cerca
de 60 a 70% do COL circulante). De forma geral, reduzem os niveis de COL, LDL, TRI em
até 25, 55 e 15%, respectivamente e podem aumentar em até 10% os niveis de HDL. A
utilizacdo das estatinas tende também a diminuir os eventos cardiacos independentemente de
outros fatores. Entretanto, mesmo sendo bem tolerada pelo organismo, apresenta alguns
efeitos adversos, dentre 0s mais comuns estdo os distarbios gastrointestinais, dispepsia, dores
de cabeca, mialgia, distdrbios no sistema nervoso central (SNC) e desordens do sono. A
hepatotoxicidade e anormalidades musculares séo os efeitos de maior interesse clinico, onde
pode ocorrer aumento de até trés vezes o limite considerado normal de enzimas hepaticas e
creatina fosfoquinase (CPK) com o uso das estatinas (FIEGENBAUM; HUTZ, 2006).

Os fibratos sdo comercializados na forma de bezafibrato, etofibrato, fenofibrato,
ciprofibrato, clofibrato e genfibrosil. A reducdo observada para os niveis de COL e TRI
geralmente sdo de, 10 a 25% e de 20 a 40%, respectivamente. Os niveis de HDL podem
aumentar de 10 a 25%. Seu mecanismo de acdo esta relacionado a sua ligacdo a fatores de
transcricdo do peroxisome proliferator-actived receptors (PPARS) e modulacdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico resultando na expressao aumentada de lipase lipoproteica
e reduzida de Apo C-IlI, resultando na hidrélise de triglicerideos. Outra acdo é encontrada na
reducdo de Apo B e VLDL (FIEGENBAUM; HUTZ, 2006). Os efeitos adversos para oS
fibratos sdo wvarios e incluem desordens hematoldgicas (anemia, leucopenia e
trombocitopenia), angina, arritmias cardiacas, pancreatite, calculos biliares, toxicidade renal e
hepética, sintomas gripais, exacerbacdo de Ulcera péptica, coceiras generalizadas e alergias de
pele (SBC, 2017).

As resinas colestiramina e colestipol se ligam aos acidos biliares no lumen intestinal,
impedindo a reabsorcdo do COL. Tal efeito esta associado a expressdo aumentada da enzima
colesterol 7-alfahidroxilase (CYP7), importante na sintese de acidos biliares. Atuam na
reducdo de até 30% do COL. Ja a niacina esta relacionada a diminuicdo da liberagdo de acidos
graxos dos adipdcitos, levando a diminui¢do dos niveis de TRI em até 45% e de COL em até
20%. Os niveis de HDL aumentam concomitantemente. O probucol é um farmaco

antioxidante que tem acdo na reducdo dos niveis de LDL e HDL. Este altimo ocorre pelo
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aumento da atividade da proteina transferidora de ésteres de COL (CETP). De forma geral, ha
um grande interesse no estudo da Apo E na acdo deste medicamento (FIEGENBAUM,;
HUTZ, 2006).

O ezetimibe inibe a absorcéo intestinal do COL por blogueio da proteina Niemann-
Pieck C1-like protein 1 (NPC1P1). Reduz o LDL em aproximadamente 20%. A associacdo
com estatina proporciona uma reducgéo adicional de 20% no LDL em relacéo ao efeito isolado
do farmaco. Portanto, a prescricdo de ezetimibe em associacdo a qualquer estatina em dose
minima equivale a prescricdo daquela estatina em dose méxima. Apresenta como efeitos
colaterais: dores nas costas, articulagfes, abdominal, muscular e torécica, bem como cefaleia,
infeccdes respiratdrias, diarreia, tosse, faringite, cansaco e tontura (BRASIL, 2018).

O acido nicotinico, também chamado niacina ou vitamina B3, promove a inibicdo da
lipase tecidual (hormonio-sensivel) nos adipdcitos, reduzindo o fluxo de acidos graxos livres
para o figado e assim, reduzindo a sintese de TRI. Atua na estimulagdo da sintese hepética de
Apo Al (e, diretamente de HDL) e na promoc¢do do catabolismo hepético da Apo B100
(consequentemente no LDL). Pode aumentar o HDL em 15 a 35% e é 0 Unico que reduz a
lipase lipoproteica. Reduz o LDL em torno de 15% e o TRI em 20 a 50%, mudando o perfil
das LDL menores e densas, tornando-as menos aterogénica. Os efeitos colaterais mais
comuns sdo rubor facial (até 30%) e disturbios gastrintestinais, como nauseas e dispepsia,
além de acarretar o aumento da glicemia e da uricemia (BRASIL, 2019; SANTOS, 2005).

Sabe-se que muitos genes estdo envolvidos no metabolismo dos lipideos. Dentre ele
estdo os genes que codificam proteinas envolvidas na metabolizagdo e/ou transporte dos
farmacos, com influéncia direta na sua farmacocinética, os genes que codificam proteinas
envolvidas no mecanismo de acdo e/ou nas rotas metabolicas de agdo do farmaco,
influenciando na farmacodindmica do mesmo e 0s genes que codificam proteinas envolvidas
no desenvolvimento direto da doenca (FIEGENBAUM; HUTZ, 2006).

Um dos genes mais estudados é o que codifica a Apo E. Esta é encontrada em vérias
particulas lipoproteicas, como os quilomicrons, VLDL e HDL, cuja acéo é atuar como ligante
para varios receptores [LDL-R e receptor das LDL remanescentes (LRP)]. Outro gene de
grande importancia € o da proteina transferidora de esteres de COL (CETP) e que tem como
acao, a troca de lipideos entre particulas lipoproteicas, transferindo ésteres de COL das HDLs
para outras lipoproteinas e, na sequéncia, serem recaptadas pelo figado. A CETP ird aumentar
ésteres de LDL e VLDL e assim, aumentar a aterogenecidade destas lipoproteinas.
Atualmente, vem sendo associado a riscos diferenciados de eventos cardiovasculares e

variabilidade de aumento dos niveis de HDL. Outros genes envolvidos na sintese e recaptacao
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de COL, TRI, &cidos graxos e da enzima HMgCoA redutase fazem parte da rota dos genes
regulados pela SCAP-SREBF, ou seja, de sintese de COL e seu controle via fatores de
transcricdo denominados cleavage-activating protein (SCAP) e sterol regulatory element
binding factors (SREBFs). A HMgCoA redutase é um importante alvo para efeito das
estatinas (BARBALHO, 2015).

Quanto aos genes que influenciam na metabolizacdo de farmacos, estes estdo
associados em maior parte ao citocromo P450 e aos seus genotipos Cyp3as e Cyp2c9. Sendo
este Ultimo responsavel por 50% de todo o processo metabélico (FIEGENBAUM; HUTZ,
2006).

Em relacdo as proteinas transportadoras de farmacos, estas sdo classificadas em dois
grupos, os transportadores de efluxo, que agem exportando farmacos e substancias do interior
da célula para o meio extracelular e os transportadores de captacdo, que facilitam o transporte
do farmaco para o interior das células. Fazem parte da classe de transportadores, a
glicoproteina P ou gene de resisténcia multidrogas (MDR-1), a bomba de efluxo de sais
biliares, a proteina associada ao MDR (MDR-P) e a proteina de resisténcia do cancer de
mama (BCRP). O gene ABCAL (transportador de cassete de ligacdo ao ATP), também
conhecido como CERP (proteina reguladora do efluxo de COL), € fundamental na formacéo e
manuten¢do do HDL (BOMBO, 2014).

Quanto a avaliagdo e o acompanhamento da funcdo hepéatica, a determinacdo
laboratorial das enzimas hepaticas sdo os melhores parametros plasmaticos a buscar por
desordens do figado relacionadas as dislipidemias. Dentre as enzimas estao, as transaminases
aspartato aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT), a fosfatase alcalina
(FAL) e a gama glutamil transferase (GGT). Os valores de referéncia encontrados na
literatura variam com a metodologia utilizada para a sua determinacdo, além da idade e
género. Os valores de ALT aumentados indicam lesdo especificamente nos hepatocitos.
Enguanto que a AST pode refletir lesdo em outros drgaos também, pois além do figado, esta
presente no coragdo, rins, pancreas, musculo esquelético e coracdo. Na maioria das doencas
hepaticas, a razdo AST/ALT é <1, mas na doenca hepatica relacionada com o consumo de
alcool, a razdo € caracteristicamente >2, pois ha deficiéncia de piridoxal-5'-fosfato
(Vitamina B6 ativa) nos pacientes etilistas. Sendo este metabélito necessario para a sintese
da ALT, porém menos essencial para a sintese da AST (TELLI et al., 2016).

Ressalta-se, ainda, que a eficacia do tratamento das dislipidemias e de algumas
desordens hepaticas requer mudancas nos habitos alimentares, bem como do estilo de vida

como a interrupcao do tabagismo, a pratica de exercicios fisicos, o controle laboratorial dos
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pardmetros do perfil lipidico e, quando necessario ou concomitantemente, 0 uso de
medicamentos (BRASIL, 2019; SBC, 2017).

23A FITOTERAPIA E NOVAS PERSPECTIVAS NO TRATAMENTO DE
DISLIPIDEMIAS

Ao longo da historia, evidéncias tém demonstrado que muitos compostos de origem
vegetal (fitofarmacos) tém sido empregados, popularmente e cientificamente, para a melhora
de diversas patologias, principalmente as que apresentam acdo farmacoldgica conhecida,
sendo benéficas ao tratamento e prevencdo de enfermidades (MINATTI, 2010).

Soares et al. (2005) demonstravam o interesse no estudo de niveis lipidicos em ratos
Wistar apds o tratamento com alguns fitofarmacos de uso popular como, Morus alba L.,
Salvia rosmarinus L., Zingiber officinale R. conhecidos como amoreira branca, alecrim e
gengibre, respectivamente, onde obtiveram com o uso deste Ultimo, variacOes significativas
nas concentracdes séricas de COL e TRI. Minatti (2010) avaliou a interferéncia nas
progressdes aterosclerdticas de camundongos com o tratamento de Camelliasinensis L.
Kuntze (cha verde). Panahi et al. (2018) salientaram por meio de uma revisao sistematica, 0s
efeitos farmacoldgicos da CUR como potencial candidata para o tratamento da
hiperlipidemia. No estudo de Tu et al. (2013), foram administrados em ratos Wistar a
associagdo de CUR e PIP, a fim de aumentar a atividade e expressdo genética de Apo Al,
CYP7AL, LCAT e LDL-R em comparagdo com o tratamento apenas com a CUR.

Muitas sdo as pesquisas sobre o metabolismo lipidico que envolvem a oportunidade
do uso de determinados farmacos, incluindo fitofarmacos, para que promovam eficacia
terapéutica com maior absorcéo e biodisponibilidade no organismo, uso de doses reduzidas e
apresentando minimos efeitos adversos e melhor custo-beneficio a satde. Neste contexto, este
trabalho visa demonstrar a acdo dos fitofarmacos CUR e/ou PIP, em um sistema de liberacédo

prolongada, para uma terapia auxiliar no controle e/ou prevencao das dislipidemias.

2.3.1 Aspectos Biofarmacéuticos da Curcumina

A CUR é extraida dos rizomas da planta Curcuma longa L., de onde tem sido isolada
desde o século 19. Possui caracteristica de composto fendlico antioxidante e de coloragdo
amarelada (Figura 2).
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FIGURA 2 — ESPECIE VEGETAL (A.) E PRODUTO DO RIZOMA DESIDRATADO E MOIDO (B.) DA
Curcuma longa L.

Fonte: Adaptado de KALEL, A. Clrcuma — Beneficios dos Curcuminoides para a Saude. 2018. Disponivel
em: https://nutrinDoideias.com/plantas-medicinais/curcuma-curcumina. Acesso em: 25 mar. 2021.

No Brasil, C. longa é mais comumente conhecida  como
acafrdo-da-terra e usada na culinaria como tempero e corante devido a sua intensa coloracéo,
e ainda, associada a seus efeitos terapéuticos e dietéticos. No entanto, o emprego desta planta
como remédio caseiro surgiu ha séculos, na medicina indiana (NAKSURIYA et al., 2014).

O rizoma desidratado e moido de C. longa resulta em um pé dourado denominado
turmérico e que em sua composi¢do possuem em maior quantidade, os curcuminoides. Sendo
esses compostos fendlicos, a curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina
(Figura 3) com caracteristicas insolUveis em agua e éter, e ainda, soluveis em etanol, acetona,
dimetilsulfoxido e em outros solventes organicos (SANTIAGO et al., 2015).

Foi demonstrado que a CUR possui uma vasta gama de atividades farmacoldgicas e
interessante potencial terapéutico incluindo acao anti-inflamatoria, antitumoral, antioxidante,
cicatrizante e antimalarico (GUPTA et al., 2012). As a¢des também foram observadas nas
doengas cronicas onde a inflamacdo desempenha papel importante, como nas doencas
neurodegenerativas (Alzheimer e Parkinson), DCV, DM, alergia, asma, bronquite, doenca
inflamatdria intestinal, artrite reumatoide, isquemia renal, psoriase, esclerodermia e Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (ANAND et al., 2008).


https://nutrindoideias.com/plantas-medicinais/curcuma-curcumina
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FIGURA 3 — ESTRUTURA QUIMICA DE CURCUMINOIDES EXTRAIDOS DE Curcuma longa: (A)
CURCUMINA, (B) DESMETOXICURMINA E (C) BISDESMETOXICURCUMINA
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Fonte: NAKSURIYA et al.Curcumin nanoformulations: A review of pharmaceutical properties and preclinical
studies and clinical data related to cancer treatment. Biomaterials, v. 35, n. 10,p. 3365-3383, 2014.

L8]

Segundo Gupta et al. (2012), estudos demonstraram que a CUR ¢é segura e eficaz
para o tratamento de uma série de disfuncdes e quadros patoldgicos (Figura 4).

A CUR pode ser obtida comercialmente como uma mistura de trés componentes:
curcumina (~77%), desmetoxicurcumina (~17%) e bisdesmetoxicurcumina (~3%)
(SANTIAGO et al., 2015). A CUR apresenta uma maior atividade cardioprotetora,
neuroprotetora e anti-diabética quando comparada com os outros curcuminoides devido aos
grupos metoxi nos anéis fenil (NAKSURIYA et al., 2014). Pode interagir com varios alvos
moleculares, como fatores de transcricdo, receptores, citocinas, enzimas e fatores de
crescimento, de modo a afetar numerosas cascatas moleculares bioquimicas (NASCIMENTO
etal., 2012).
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FIGURA 4 — DOENCAS HUMANAS QUE DEMONSTRARAM RESPOSTA FRENTE A CURCUMINA EM
ENSAIOS CLINICOS BIOLOGICOS
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Fonte: Adaptado de GUPTA, S. C. et al. Discovery of curcumin a component of Golden spice, and its
miraculous biological activities. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, v. 39, n. 3,
p. 283-299, 2012.

Os mecanismos que envolvem o seu efeito no metabolismo dos lipideos ainda néo
foram bem elucidados, mesmo apresentando inimeros estudos a respeito dos efeitos na
reducdo lipidica (PANAHI et al., 2018; YING et al., 2013). Entretanto, a maioria das
evidéncias sugere que tal efeito resulta da habilidade em que a CUR reduz o nivel de
peroxidases lipidicas na circulacdo, com reducdo de COL e aumento da circulacdo dos niveis
de HDL (FAN et al., 2017; PANAHI et al., 2018). Outras pesquisas demonstraram que a
CUR pode dificultar a absor¢édo do COL proveniente da dieta, provavelmente pela inibigédo
direta da enzima HMGCOoA redutase (RANGEL-HUERTA et al., 2015), e ainda, que existe
uma estreita relacdo na prevencao do aparecimento e progressao da aterosclerose, por meio da
reducdo do estresse oxidativo (ZINGG et al., 2013). De acordo com ensaios clinicos, uma
dose de 500 mg.dia™ de CUR presente no extrato de ctrcuma, reduziram os niveis de LDL e
COL em 8,6 e 17%, respectivamente (ALWI et al., 2008).

O efeito hepatoprotetor da CUR foi evidenciado em estudos na literatura como o de
Tu et al. (2014), os quais obtiveram resultados que atenuaram os niveis de hepatite induzida
por concanavalina A em animais, também nos trabalhos de Banerjee et al. (2012), que
observaram a hepatotoxicidade induzida por nicotina atenuada em ratazanas e por fim,
El-Amir et al. (2012), relataram a reducdo do numero e do tamanho de focos pré-neoplasicos

induzidos por N-nitrosodietilamina e tetracloreto de carbono no figado de ratos.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjJyOLnuffRAhVCkpAKHYC_BM4QFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1111%2F(ISSN)1440-1681%2Fissues&usg=AFQjCNEW0HIvJnSDgXeTDF3PXcFgkum0Jg&bvm=bv.146094739,d.Y2I
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Estruturalmente a CUR exibe um tautomerismo ceto-enélico, com predominancia da
forma de cetona em pH acido e neutro, sendo que em pH entre 3 e 7, age como um potente
doador de protons. Em pH acima de 8 a forma endlica predomina, atuando como doador de
elétrons, um mecanismo tipico da atividade dos antioxidantes fendlicos (SHARMA,;
GESCHER; STEWARD, 2005).

Foi verificado que os grupos fendis e metoxi presentes na estrutura da CUR séo 0s
responsaveis pelas suas varias atividades bioldgicas, principalmente como antioxidante e
antitumoral, em diversas linhagens celulares. Sendo assim, o estudo das diversas atividades
bioldgicas e a investigacdo de seu mecanismo de acdo tem despertado muito interesse em
varios pesquisadores. A atividade antioxidante esta associada com sua habilidade de reduzir
0s niveis intracelulares da enzima envolvida no sistema de defesa ao estresse oxidativo das
células, a glutationa reduzida e a atividade antitumoral estdo relacionadas com a sua
capacidade de induzir apoptose em células cancerigenas (JARDIM, 2013).

A CUR sofre répida fotodegradagdo (AMANOLAHI et al., 2017). Apresenta
estabilidade em pH &cido, mas possui dois grupos de cetona em sua estrutura quimica que
causam a degradacéo rapida em solu¢es com pH alcalino (TONNESEN; KARLSEN, 1985a).
Os produtos mais abundantes de sua decomposi¢cdo em formas farmacéuticas liquidas e
solidas sdo &cido vanilico, a vanilina e o acido ferdlico (TONNESEN; KARLSEN, 1985b).
No estudo de Wang et al. (1997), demonstraram que o0s niveis dos produtos de degradacdo da
CUR aumentaram em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2 a 37°C e que hum periodo de 30 minutos,
90% da CUR foi degradada. Atualmente, dentre os produtos de degradacdo da CUR citados
anteriormente e que representam a degradacdo por hidrolise alcalina, estdo o feruloaldeido,
feruloilmetano e trans-6-(4"-hidroxi-3-methoxifenil)-2,4-dioxo-5-hexenal. Ja a
biciclopentadiona representa o produto de auto-oxidacdo da CUR (ZHU et al., 2017).

Apresenta ponto de fusdo em 183°C e é solivel em etanol, acetona, dimetilsulféxido
e outros solventes organicos, sendo insoltvel em agua e éter (SANTIAGO et al., 2015). Um
dos maiores problemas referentes a utilizacdo clinica da CUR, além de sua fotossensibilidade
e baixa estabilidade, é a baixa biodisponibilidade decorrente de sua limitada solubilidade em
agua, devido a sua caracteristica lipofilica, tornando-a pouco absorvivel, além da rapidez na
metabolizacdo e eliminacdo do organismo pela presenca de sitios labeis ao metabolismo, que
faz com que a mesma sofra metabolismo hepético de primeira passagem antes de alcancar a
circulagdo sistémica, além do metabolismo intestinal, 0 que reduz drasticamente sua fracao
utilizavel nos 6rgdos-alvo (OZAWA et al., 2017; SANTIAGO et al., 2015).
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Para melhorar estas propriedades desfavoraveis, uma alternativa é o desenvolvimento
de particulas poliméricas e o emprego de adjuvantes as formulacGes, as quais permitem uma
maior penetracdo em membranas plasmaticas, reducdo na dose posoldgica e de uma possivel
toxicidade, tornando-se uma excelente opcao de liberacdo modificada do farmaco (JARDIM,
2013).

Dentre alguns estudos referenciados na literatura com o objetivo de buscar o
aumento da biodisponibilidade da CUR no organismo, estdo os de Paolino et al.(2016), onde
foram avaliados os efeitos in vitro, ex vivo e in vivo da mucoadesdo e bioadesdo de
microparticulas de CUR e Eudragit® Retard obtidas por coevaporacdo; o de Massimino
(2016), que desenvolveu nanoparticulas de CUR recobertas com Eudragit® $100, utilizando
etanol e cloroférmio como solventes, onde a partir do método de precipitacdo e emulsificacdo
houve aumento da solubilidade de 37 a 56 vezes em relacdo a CUR comercial; também Silva;
Fideles e Fook (2015) obtiveram esferas de quitosana com CUR pelo método de gelificacdo
ionotrépica e ainda, Silva (2014) desenvolveu com sucesso microparticulas de
policaprolactona (PCL) contendo CUR, recobertas com gelatina reticulada por

transglutaminase usando a técnica de emulsificacao e evaporacao do solvente.

2.3.2 Aspectos Biofarmacéuticos da Piperina

A PIP ¢ caracterizada por ser um composto alcaloide extraido da oleoresina dos
grdos dos frutos das espécies Piper nigrum L. e Piper longum L. (Figura 5). No Brasil, é
conhecida como pimenta-preta ou pimenta-do-reino. A Piper nigrum L. é uma planta
trepadeira originaria da india, pertencente a familia da Piperacea, sendo inicialmente utilizada
na medicina. Seu principal uso € como condimento de sabor picante e amargo na culinaria,
possuindo grande circulacdo comercial representando uma fonte econémica para muitas
regides de plantio (OLIVEIRA et al., 2014; AHMAD et al., 2012).

A planta é rica em Vitaminas A e C, ferro e potassio. Outros compostos metabdlicos
também sdo evidenciados, como amidas/alcaloides, propenilfenois, lignanas, neolignanas,
terpenos, flavonas, cumarina, pironas, flavonoides, neogliganano, sarmentina, sarmentosina e
outros (AHMAD et al., 2012).
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FIGURA 5 — ESPECIES VEGETAIS E FRUTOS DA Piper nigrum L. e Piper longum L.

i

Fonte: Adaptado de PLANTS OF THE WORLD ONLINE. Disponivel em:

http://plantsoftheworldonline.org/. Acesso em: 25 mar. 2020.
Legenda: Piper nigrum L. - A.1: espécie vegetal; A.2: frutos; Piper longum L. — B.1: espécie vegetal; B.2:
frutos

A PIP ¢ classificada quimicamente como uma amida (1-piperoilpiperidina) e é o
composto encontrado em maior quantidade na planta (Figura 6). Sofre uma biotransformacéo
e se desdobra em &cido pipérico e piperidina.(ROGER, 1998).

A PIP é uma substancia cristalina incolor ou esbranquicada, com ponto de fusdo
entre 128 e 132°C e solavel em gasolina, cloroférmio, etanol, acido acético e benzeno,
levemente sollvel eméter etilico e insoluvel em dgua (ALMEIDA, 2017; ROGER, 1998).

FIGURA 6 - ESTRUTURA QUIMICA DE PIPERINA EXTRAIDOS DE Piper nigrum L.
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Varios sdo 0s ensaios gquimicos e bioldgicos da PIP demonstrando suas inumeras
propriedades farmacologicas, como a¢do anti-inflamatoria, imunomoduladora, antipirética,
analgésica, anticonvulsivante, antioxidante, antitumoral, antiflngica, bactericida, uso na
cicatrizagdo de feridas, aumento na taxa metabolica para perda de peso, antiespasmodica,
antidiarreica, antiparasitaria (BONTEMPO, 2007), antidepressiva, bloqueio da formacao de

novas células adiposas com consequente reducao dos niveis lipidicos, aumento da digestéo de
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alimentos, efeito termogénico, ativacdo da proliferacdo dos melandcitos celulares (ATAL;
BEDI, 2010) e ainda, pode ser encontrado em formula¢Bes na inddstria cosmética e como
inseticidas no controle de pragas. Neste ultimo, utiliza-se a propriedade de toxicidade do
farmaco (AHMAD et al., 2012).

Ying et al. (2013) evidenciaram a redugdo da expressao génica de Interleucina-1p
(IL-1B) de condrocitos, com consequente redugdo no processo inflamatdrio de pacientes com
osteoartrites, utilizando o extrato fenolico de PIP. Sua atividade antifingica foi avaliada no
estudo de Silva Neta et al. (2019) e demonstrou 66,61% de inibicdo contra as cepas de
Candida sp.

O estudo de Thirumalai et al. (2014) demonstrou por meio do tratamento com varias
dosagens de pimenta, em ratos alimentados com dieta altamente lipidica, a reducdo de todos
0s parametros lipidicos, com exce¢do do HDL. O trabalho de Wang et al. (2016) evidenciou o
papel da PIP no metabolismo lipidico, o qual no transporte reverso hepatico, induziu o
aumento do efluxo de COL para diminuir o COL em macrofagos, pelo aumento da regulagdo
de ABCAL resultando na promocéo de um efeito anti-aterosclerético.

Além da pungéncia, em quantidades exacerbadas, sabe-se que a PIP pode irritar ou
agravar quadros inflamatorios em pacientes com gastrites, Ulceras gastricas, pancreatites,
hemorroidas e HAS (ROGER, 1998). Com intuito de minimizar os efeitos agravantes
caracteristicas da PIP, Biscaia (2018) promoveu a sua encapsulacdo em microparticulas
poliméricas de Eudragit® S100 e RS30D obtidas por spray drying e administrou as
formulacBes em ratos tratados com dieta de cafeteria, demonstrando também seu efeito
significativo no tratamento da obesidade.

Notavelmente, outra propriedade vem apresentando evidéncia em trabalhos
cientificos, onde a PIP foi utilizada como uma substancia coadjuvante em formulagdes para
aumentar a biodisponibilidade de outros farmacos. Tal acdo foi obtida por meio do bloqueio
da via metabolica farmacoldgica, uma vez que sendo um alcaloide lipofilico, é capaz de inibir
a glucuronidagdo hepética e intestinal (GUPTA et al., 2012). As interacGes entre dois
farmacos podem ser explicadas pelos mecanismos farmacodindmicos e farmacocinéticos,
sendo que na primeira situacdo, a interacdo ocorre entre molécula-alvo de duas ou mais
substancias com efeitos similares ou opostos, sem afetar os processos farmacocinéticos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excregdo. Nas interacbes farmacocinéticas do
metabolismo, o sistema microssomal hepético é a via responsavel pela biodisponibilidade de
farmacos. Para tanto, uma ferramenta do procedimento operacional muito importante vem

sendo utilizada, o docking ou ancoramento molecular, o qual visa estabelecer as
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caracteristicas de interacdo entre um ligante e um alvo biolégico, sendo os resultados plotados
em uma base de dados computacional. A PIP é uma alternativa para o desenvolvimento de
inibidores das enzimas do citocromo P450, uma vez que interage com grande afinidade com a
enzima CYP3A4 que estd envolvida em mais de 50% do metabolismo de outros farmacos
(OLIVEIRA et al., 2014).

Estudos como o de Shoba et al. (1998) avaliaram o efeito sobre a biodisponibilidade
da CUR quando coadministrada com PIP em ratos e voluntarios humanos saudaveis. No
experimento realizado com ratos, concentragdes séricas maximas de CUR foram alcancadas
ap6s 4 horas da administragdo de 2 g.kg™ de CUR. Com a coadministracio de 20 mg.kg™ de
PIP, as concentragcBes plasméticas atingiram um valor maximo em 1 hora apés a
administracdo e o aumento da biodisponibilidade da CUR foi superior a 100%. No ensaio
clinico com voluntarios humanos seguindo as mesmas dosagens, as concentracfes sericas de
CUR encontradas quando a mesma foi administrada sozinha foram muito baixas ou mesmo
indetectaveis. Com a coadministracdo da PIP, a concentracdo de CUR encontrada foi elevada
e aumentou potencialmente a sua biodisponibilidade.

Outros trabalhos foram realizados utilizando a associagdo dos farmacos puros a
outras finalidades, como os de Kaur e Meena (2013) e de Tu et al. (2014a), os quais avaliaram
0 potencial anti-hiperlipidémico e hipocolesterolémico em ratos tratados com dieta altamente
lipidica. Houve reduc¢do da atividade e expressdo dos genes da Apo Al, da LCAT, COL 7a-
hidroxilase e ainda, LDL-R, conduzindo a diminuicdo dos valores de TRI, COL, LDL e
aumento do HDL. Foram empregadas doses medicamentosas relativamente mais altas dos
fitofarmacos nestes estudos, quando comparados aos que empregam sistemas de liberacdo
modificada para farmacos, ou seja, de 50 a 200 mg.kg™.dia™ frente a 10 a 25 ug.ml™* quando
utilizados em nanoparticulas poliméricas de quitosana e Eudragit® E100, respectivamente,
como nos estudos de Baspinar et al. (2018) e Tu et al. (2014b). Os dois ultimos estudos foram
realizados de acordo com as condi¢Bes necessarias para a obtencdo de nanoparticulas. Sendo
assim, além dos efeitos farmacoldgicos da PIP, a mesma tem sido eficaz para melhorar a

solubilidade e biodisponibilidade de outros farmacos.

2.4 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

As pesquisas envolvendo biodisponibilidade e solubilidade sdo de grande
importancia no desenvolvimento de produtos farmacéuticos. Em torno de 40% das

substancias ativas utilizadas na industria farmacéutica apresentam-se pouco sollveis em &gua,
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principalmente, aquelas que se enquadram na Classe Il do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (SCB) (SCHAFROTH et al., 2012), as quais apresentam propriedades fisico-
quimicas de baixa solubilidade e alta permeabilidade. O SCB faz parte das diretrizes da Food
and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMA) para producdo de
formas farmacéuticas (ZHANG et al., 2018; AMIGDON et al., 1995).

Técnicas e produtos que possam modificar as caracteristicas fisico-quimicas,
alterando a liberacdo de um principio ativo, podem melhorar significativamente seu
desempenho no organismo (JEEVANANDAM et al., 2018).

A tecnologia de liberagdo modificada de farmacos, &rea da ciéncia de grande impacto
inovador, tem como objetivo principal a busca pelo sucesso terapéutico. As formas
farmacéuticas deste sistema modulam a cinética de liberacdo no organismo trazendo uma
série de vantagens em relacdo aquelas convencionais, tais como, minimizar as flutuacdes nas
concentracOes plasmaticas do farmaco, melhorar a disponibilidade em alvos especificos no
organismo, prolongar a acdo farmacoldgica das substéncias ativas, reduzir o nimero de
administracdes diarias, bem como, diminuir as taxas de toxicidade e os efeitos colaterais
(RESTANI et al., 2010). A eficacia do tratamento também pode ser obtida em decorréncia do
aumento da adesdo do paciente. Portanto, a referida tecnologia tem sido considerada uma
alternativa mais economica, justificada pela reducdo de gastos com o0 uso de sucessivos
tratamentos, bem como em servicos de saude publica, mesmo que o custo inicial seja
aparentemente mais elevado do que em outros tratamentos com formas farmacéuticas
convencionais (LANZILLOTTI, 2012).

A escolha da formulagdo ideal exige uma analise prévia de forma criteriosa de alguns
fatores tais como a natureza do farmaco, estabilidade, solubilidade, toxicidade, velocidade de
liberacdo desejada e o alvo terapéutico, além de avaliar o método de sintese e da modificacdo
estrutural necessaria ao desenvolvimento de particulas polimeéricas carreadoras de farmacos
(KUMARI; YADAV; YADAV, 2010).

Para tanto, varios sdo os sistemas empregados para esta liberacdo modificada, dentre
eles, nanoparticulas, lipossomas e microparticulas sdo 0s mais comumente utilizados
(MAINARDES, 2007).

A nanotecnologia representa uma area ativa de pesquisa e um setor tecnoeconémico
em continua expansdo em muitos dominios de aplicacdo. As nanoparticulas e materiais
nanoestruturados como farmacos ou matérias-primas, ganharam destaque nos avangos
tecnologicos, em especial na ciéncia farmacéutica e biomédica, bem como na melhora nos

diagnosticos, prevencéo e tratamentos de doencas (SHI; LAMMERS, 2019).
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As nanoparticulas sdo compostas por polimeros biodegradaveis e formam sistemas
carreadores de farmacos com diametro inferior a 1 um. Apresentam-se na forma de
reservatorio (capsulas) ou matricial (matriz polimérica) onde o farmaco se encontra
encapsulado ou adsorvido na malha polimérica. Sendo denominadas de nanocapsulas e
nanoesferas, respectivamente, diferindo entre si segundo a composi¢cdo e organizacdo
estrutural (TRAN; BENOIT; VENIER-JULIENNE, 2011).

As nanocéapsulas formam sistemas nanovesiculares caracterizados por um invélucro
polimérico envolvendo um nucleo liquido lipofilico ou hidrofilico, onde geralmente essa
cavidade central € composta por um 6leo (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). O
farmaco pode estar aprisionado ou dissolvido neste nucleo liquido, podendo ocorrer também a
adsorcdo na superficie da particula. Ja as nanoesferas sao macicas, destituidas de 6leo em sua
composicdo e o farmaco encontra-se geralmente disperso de maneira homogénea na particula
ou aderido somente a superficie. Comparando-as, as hanocapsulas tem se mostrado mais
vantajosas devido a sua maior capacidade de carga do farmaco, melhor protecdo contra a
degradacéo e reducdo da liberagdo imediata (CHASSOT et al., 2015).

Além de manter a estabilidade fisica do farmaco durante o armazenamento e nos
fluidos bioldgicos, constam entre as vantagens apresentadas pelas nanoparticulas:
versatilidade dos métodos de preparagdo, transponibilidade de escala industrial, custo
acessivel de producgdo epossibilidade de direcionamento do farmaco para células, tecidos e
orgédos especificos, como por exemplo, macrofagos, células tumorais, cérebro entre outros
(BRUXEL et al., 2012).

Quanto aos lipossomas, sao definidos como vesiculas esféricas compostas de uma ou
mais bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso. Apresentam tamanhos
que variam entre 20 a 5.000 nm e podem encapsular tantosubstancias hidrofilicas (no
compartimento aquoso) quanto lipofilicas (inseridas ou adsorvidas na membrana), ou ambas.
Estas vesiculas sdo constituidas basicamente por fosfolipideos de natureza sintética ou
natural, esterois e um antioxidante. Os lipideos mais utilizados nas formulagdes de lipossomas
sdo 0s que apresentam uma forma cilindrica que tendem a formar uma bicamada estavel em
solucdo aquosa. As fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas em estudos de formulacdo de
lipossomas, pois apresentam grande estabilidade frente a variagcdes de pH ou da concentracédo
de sal no meio. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicas sdo altamente

versateis para o uso em pesquisas (MAHERANI et al., 2011).
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J& as microparticulas sdo estruturas arredondadas que apresentam tamanhos entre 1 e
1.000 pm onde o farmaco ¢ encapsulado por uma matriz polimérica compativel e ou
biodegradavel (MITHU et al., 2017).

Como as nanoparticulas, as microparticulas também podem ser divididas em dois
tipos de estruturas, as microesferas e as microcapsulas, conforme a Figura 7. Nas
microesferas, o farmaco encontra-se totalmente disperso no material polimérico formando
sistemas matriciais. Em contrapartida, nas microcapsulas o farmaco forma sistemas
reservatorios, de modo a identificar microdominios diferenciados os quais podem ser na
forma sélida ou liquida (SHIVANI, 2015; KUMAR, 2000).

FIGURA 7 - MODELOS DE ESTRUTURAS DAS MICROPARTICULAS

microcapsula microcapsula microcapsula microcapsula microesfera
com nucleo com nucleo com microdo- com microdo- com a mistura

sélido nao-solido minios ou minios ou molecular da
nanodominios nanodominios matriz polimé-
sélidos nao-sélidos rica e do agente

encapsulado

dominio Gnico mistura molecular

Fonte: BIRNBAUM, D. T.; BRANNON-PEPPAS, L. Microparticles drug Delivery Systems, In. BROWN, D.
M., Drug Delivery Systems Cancer Therapy, Springer Science Business Media, Chapter 6, p. 117-135,
2003).

A tecnologia de liberacdo modificada de farmacos por meio de microparticulas é
muito utilizada por apresentar uma série de vantagens em relacdo a outros sistemas e formas
farmacéuticas convencionais, tais como: i) proteger substancias instaveis ou sensiveis ao
ambiente, prevenindo reagdes de degradacdo (oxidacdo e hidrolise) e prolongando os prazos
de validade do produto; ii) proteger do odor ou sabor desagradavel do principio-ativo; iii)
melhorar a solubilidade do farmaco resultando no aumento da sua biodisponibilidade; iv)
permitir a disponibilizacao de liquidos encapsulados em materiais sélidos e a encapsulacédo de
materiais incompativeis num mesmo produto; v) modulacdo da liberacdo para obtencdo de
uma liberacdo prolongada, retardada, sitio-especifica ou sustentada do farmaco (SHIVANI,
2015; FARAGO, 2007).

As microparticulas sdo empregadas para a obtencdo de formulagdes farmacéuticas
como cremes, aerossois, injetaveis entre outros. Além do uso oral, incluem administracdo
topica, nasal, intraocular e parenteral (MITHU, 2017; SHIVANI, 2015).
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Os farmacos que possuem caracteristicas de hidrofobicidade podem ser facilmente
encapsulados por técnicas de evaporacdo de solvente, por exemplo, formando sistemas de
liberacdo de farmacos adequados (SHAHANI; PANYAM, 2011).

Para o desenvolvimento destas formulacfes farmacéuticas de microparticulas, sdo
empregados polimeros biodegradaveis (LIU; CHEN; SELOMULYA, 2015). Estes podem ser
misciveis em agua, etanol e isopropanol ou parcialmente misciveis em agua, etil acetato, butil
lactato, carbonato de propileno e alcool benzilico. O potencial de toxicidade e a facilidade de
remocdo devem ser considerados durante a escolha do solvente para a formulacdo de
microparticulas (SHIVANI, 2015).

2.4.1 Obtencédo de Microparticulas pelo Método de Spray Drying

As técnicas de dispersGes sélidas apresentam o0s resultados mais efetivos para
melhorar a solubilidade em agua e aumentar a biodisponibilidade do farmaco. Existem dois
métodos de preparacdo para as dispersdes sélidas, os métodos de fusdo, como o de extrusdo
por fusdo a quente e métodos de evaporacdo de solvente, como 0 método por spray drying
(ASHOUR et al., 2016).

A obtencdo de microparticulas pelo método de spray drying (Figura 8) vem sendo
empregada na industria farmacéutica, bem como em outras areaspodendo ser produzida em
grande escala. Possui um custo de execucdo, quatro ou cinco vezes menor em relacdo aos
métodos de liofilizagdo e secagem a vacuo resultando particulas de qualidade adequada
(SHISHIR; CHEN, 2017; SCHAFROTH et al., 2012; TONON et al., 2006).

Além de proteger o principio-ativo, pode melhorar o sabor, o0 aroma, a estabilidade,
ovalor nutricional e a aparéncia do produto microencapsulado, obtendo-se particulas de alta
qualidade, de tamanho uniforme e forma esférica, possibilitando a secagem de produtos a
pressdo atmosférica, facilitando a produgdo de grandes volumes em operacdo continua
utilizando-se equipamentos de facil operacdo, ampla aplicabilidade e flexibilidade por
permitir o processamento de diversos tipos de materiais com rapidez e baixa umidade
(SOSNIK; SEREMETA, 2015; PORRAS-SAAVEDRA et al., 2015).
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FIGURA 8 — IMAGEM E DIAGRAMA ESQUEMATICO DO EQUIPAMENTO DE SPRAY DRYER
+ b

a -
7

(]

| U

10 1

Fonte: Adaptado de BISCAIA, P. B. Desenvolvimento Tecnoldgico e avaliacdo biolégica de microparticulas
poliméricas contendo piperina obtidas por spray-drying. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2018 e RATTES, A. L. R;;
OLIVEIRA, W. P. Spray drying conditions and encapsulating composition effects on formation and
properties of sodium diclofenac microparticles. Powder Technology, v. 171, n. 1, p. 7-14, 2007.

Legenda: (1) ventilador + filtro de ar; (2) compressor de ar; (3) aquecedor; (4) bomba peristaltica; (5) controle de

temperatura; (6) entrada do termopar; (7) atomizador: (a) ar comprimido; (b) alimentacdo do
microencapsulador; (8) cAmara de secagem; (9) ciclone; (10) coletor de produto seco.

Neste método, o processo é geralmente rapido, onde o farmaco é dissolvido,
suspenso ou emulsificado juntamente com o polimero em um solvente organico ou aquoso.
Esta mistura liquida (farmaco/polimero) é alimentada no equipamento por meio de uma
bomba peristaltica, entrando em contato rapidamente com o ar aquecido, sendo entdo forcada
a atravessar um orificio de pequeno diametro, o bico atomizador. O produto da nebulizacdo
resulta em goticulas que serdo secas muito rapidamente por evaporacdo no interior da camara
de secagem, sob ar de alta pressdo e temperatura condizente com o ponto de fusdo do
solvente. O pd fino resultante passa por um ciclone e é acondicionado em um coletor
(ENGEL et al., 2017; SHIVANI, 2015).

No estudo de Silva (2014), a técnica de spray drying foi viavel para modificar a
liberacdo de CUR, a qual foi encapsulada com sucesso em microparticulas de PCL recobertas
com gelatina e obtiveram resultados de eficiéncia de encapsulacdo em torno de 81%.

Em outro estudo, Lyra (2016) obteve microparticulas de Efaviranz com os polimeros
Eudragit L100 e S100 por meio do mesmo método utilizando diferentes proporcbes de
solventes. Todas as formulagfes aumentaram a solubilidade do farmaco em &gua e

contribuiram para a reducdo dos efeitos colaterais avaliadas pelo perfil lipidico.
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Macédo (2017) produziu microparticulas de rutina utilizando a polivinilpirrolidona
(PVP K-30) e Aerosil® 200 em spray drying usando um planejamento fatorial de Box-
Behnken, tendo sido estudadas as varidveis do processo como, temperatura, porcentagem de

rutina e de Aerosil®.

2.4.2 Polimeros e Sistemas Dependentes de Liberacdo Modificada de Farmacos

As macromoléculas, tanto naturais quanto sintéticas, que possuem estrutura quimica
com interagdes intra e intermoleculares por meio de ligagcOes covalentes, e se repetem ao
longo da cadeia constituem os polimeros (SEVERINO et al., 2011; MANO; MENDES,
2004).

Para Karolewicz (2016), os polimeros sdo amplamente utilizados na industria
farmacéutica, em sistemas de liberagdo de farmacos, em varias vias de administragdo, como
oral, inalatoria, topica e parenteral. Dentre algumas de suas propriedades estdo sensibilidade
a estimulos, mucoadesao, inibicdo enzimatica, aumento ou aprimoramento das capacidades de
penetracdo do epitélio intestinal, tampé&o e interagdo com enzimas metabdlicas de farmacos,
propriedades absortivas, habilidade de mascarar sabores, atividades farmacoldgicas e inibigdo
de bomba de efluxo.

A gelatina, a quitosana e a celulose fazem parte dos polimeros naturais. Ja 0s
derivados da celulose, polietilenoglicdis e poliamidas, bem como, a goma xantana (produto de
fermentagdo) sdo polimeros semissintéticos (KAROLEWICZ, 2016). Para Severino et al.
(2011), dentre os polimeros sintéticos estdo o0s poliésteres alifaticos e o0s
polialquilcianoacrilatos.

Os poliésteres alifaticos quando em ambiente aquoso, sofrem degradacéo hidrolitica
mediante a clivagem das ligacdes éster dando origem a acidos hidroxicarboxilicos atoxicos, e
ainda, sdo metabolizados em didxido de carbono e agua (via do ciclo do acido citrico). Os
polimeros poli(a-hidroxiacidos), poli(B-hidroxiacidos) e a poli(e-caprolactona) fazem parte
deste grupo. Os fatores que influenciam sua biodegradacdo dependem da proporcdo dos
acidos DL-l4ctico e glicélico na composicdo, da massa molar do polimero, do pH e da forca
ibnica do meio. J4, os polialquilcianoacrilatos sofrem polimerizagdo anidnica por meio dos
cianoacrilatos de alquila. Os grupos, cianeto e carboxila, ligados ao carbono conferem um
carater dipolar a molécula centralizando a carga positiva neste carbono, de modo a torna-lo
susceptivel a um ataque nucleo6filo, facilitando a reacéo de polimerizacdo (SEVERINO et al.,
2011).
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Os polimeros sintéticos biodegradaveis sdo os mais utilizados para a obtencdo de
microparticulas. Tais polimeros sdo aqueles que sofrem degradacdo quimica in vivo, por
hidrolise ou acdo enzimatica originando produtos atoxicos e biocompativeis capazes de ser
metabolizados e excretados pelas vias fisiologicas normais. Esta degradacao resulta da agédo
de microrganismos como bactérias, fungos e algas (COIMBRA et al., 2011).

O grupo de polimeros biodegradaveis chamados de Eudragit® é muito utilizado em
formulacdes farmacéuticas. Estes polimeros possuem caracteristicas de maior seguranca,
versatilidade e disponibilidade de produtos que possibilitam a liberacdo imediata, prolongada
ou sustentada do farmaco, apresentando propriedades de dissolucdo e absorcdo apropriadas
para o trato gastrointestinal. Fisicamente, apresentam-se nas formas de dispersdo aquosa,
granulos de solucdo organica e pds (PATRA et al., 2017; SONJE; CHANDRA, 2013).

Os polimeros Eudragit® sdo copolimeros derivados de ésteres do 4cido acrilico e
metacrilico. Os grupos funcionais das moléculas determinam as suas propriedades fisico-
quimicas. Séo classificados quanto a solubilidade em fluidos digestivos influenciados pelo pH
do meio que formam sal com grupos acidos ou alcalinos, permitindo assim a liberacdo do
ativo. Ja a liberacdo controlada por tempo ocorre por inchamento dos polimeros insollveis
alcalinos e neutros permeaveis em fluidos digestivos (PATRA et al., 2017).

No grupo de polimeros do tipo Eudragit®, o S100 e RS30D foram os de escolha neste
estudo.

O Eudragit® S100 caracteriza-se como uma substancia sélida na forma de pé branco
com odor fraco caracteristico. Apresenta como propriedades fisicas: 97,2% de substancia
seca, peso molecular de aproximadamente 125.000 g.mol™, valor 4cido de 188 mg KOH.g™
de polimero, temperatura de transicdo vitrea maior que 150°C, viscosidade de 43 mmZs? e
solubilidade em pH 7,0 (INFORME TECNICO, 2018). Quimicamente é um copolimero
anionico, constituido de &cido metacrilico e metacrilato de metila, sendo insolivel em meio
acido, mas sollvel em meio intestinal, o que o caracteriza como um polimero com
solubilidade pH dependente, promovendo gastrorresisténcia sendo entdo usado para a
liberacdo de farmacos direcionadas ao célon. (PATRA et al., 2017).

O Eudragit® RS30D é um copolimero de etil acrilato, metil metacrilato e um baixo
teor de éster do &cido metacrilico, com grupos de amdnio quaternario na forma de sais 0s
quais tornam a molécula mais permeavel. Apresenta-se como um liquido de cor branca
ligeiramente leitosa e de odor caracteristico, disponivel na forma de dispersdo aquosa, com
30% de substancia seca, de baixa viscosidade (15 mmZs™), peso molecular maior que 32.000

g.mol™?, valor alcalino de 18,8 mg KOH.gDS™ e temperatura de transicéo vitrea de 55 °C
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(INFORME TECNICO, 2018). A utilizagio deste polimero é recomendada para formulag@es
que necessitem de um perfil de liberacdo personalizado sendo controlado (por tempo), ja que
de forma geral é insolluvel e exibe baixa permeabilidade com pH inchaco independente.
Também tem sido empregado em diferentes propor¢fes juntamente com outros polimeros
(PATRA et al., 2017).

As estruturas quimicas, tanto do polimero Eudragit® S100 quanto a do RS30D,

podem ser observadas nas Figuras 9 e 10.

FIGURA 9 - ESTRUTURA QUIMICA DO POLIMERO EUDRAGIT® S100
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Legenda: x representa 0s grupos carboxilicos livres e y, os esterificados. Para o S100: propor¢do dos grupos
carboxilicos livres/esterificados = 1:2. A solubilidade ocorre em pH 7,0 e em meio aquoso.
FIGURA 10 — ESTRUTURA QUIMICA DO POLIMERO EUDRAGIT® RS30D
(| 'H, [|{,
FCH~C—CH;/—C—
(|_‘= @) (l =()
(l) (l) R,

1

|
CHy
i n
\ . CH. 7
Cl ;
R, = H. CH,

R,=CH, CH;

Os estados moleculares, tanto do farmaco quanto dos polimeros, em dispersbes
solidas sdo variaveis e dependem da proporcdo na composicdo, tempo e condi¢bes de
armazenamento, além da taxa de dissolucdo que é significativamente influenciavel pelos
estados moleculares (HIGASHI et al., 2015).
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Cruzet al. (2010) prepararam formulacdes de alendronato de s6dio em mistura de
polimeros de Eudragit® S100 e Methocel® K15M para aumentar a solubilidade do
alendronato, proteger a mucosa intestinal dos seus efeitos irritantes e garantir uma liberacdo
controlada.

Bunhak et al. (2015) desenvolveram filmes de Eudragit® RS30D em combinagéo de
sulfato de condroitina modificado para aumentar a biodisponibilidade e o efeito
antiaterogénico.

Portanto, o desenvolvimento de dispersbes sélidas por meio da técnica de spray
drying, utilizando polimeros do tipo Eudragit® tem se mostrado eficaz para aumentar a

solubilidade de farmacos em agua.

2.4.3 O Uso Concomitante de Curcumina e Piperina no Tratamento de Dislipidemias e
Eventos Cardiovasculares

Os estudos de diversos autores remontam a utilizacdo da associagédo de CUR e PIP
para avaliar os seus efeitos em quadros de dislipidemias e de eventos cardiovasculares.

Em uma busca realizadanos meios eletrénicos, em bases de dados como Lilacs,
Scielo, Pubmed, Scopus, Science Direct, Web of Science e Google Académico, ao utilizar as
seguintes palavras-chave: piperine AND curcumin AND lipid; piperine AND curcumin AND
cholesterol; AND piperine AND curcumin AND cardiovascular risk, foram encontradas 4992
referéncias com documentos datados de 1964 a 2020. Os titulos, resumos e artigos
selecionados para leitura na integra foram analisados por dois revisores, ou trés em caso de
discordancia entre os primeiros. Foram excluidos da pesquisa, os titulos em duplicata, que ndo
se apresentavam em lingua inglesa ou espanhola, artigos em que as substancias foram testadas
em associagdo, porém com uma terceira ou mais substancias adicionadas ao meio, e ainda, 0s
estudos que nao relatavam tratamentos terapéuticos sob os niveis de lipideos sanguineos e
riscos cardiovasculares.

As referéncias disponiveis na literatura apontaram 15 estudos com modelos

experimentais in vivo a respeito dessa utilizacéo e podem ser observadas no Quadro 1.
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QUADRO 1 — ANALISE DOS ARTIGOS SELECIONADOS NA LITERATURA AVALIANDO A
ATIVIDADE IN VIVO DA COADMINISTRACAO DE CURCUMINA-PIPERINA EM
DISLIPIDEMIAS E EVENTOS CARDIOVASCULARES

(continua)
OBJETIVO PO | pals | AMOSTRAS RESULTADOS REFERENCIAS
Verificar se a x
administracio de Etr)n relagao.ao grupo controle, foram
uma dieta basal observados.
ngrgi?;dggze 0.5% Piver = Aumento no acimulo de ganho de
Pi ering o n’i rumFI)_ massa em funcdo da alimentacéo;
CL[J)rcumina pode g + ’ = Aumento no teor de proteinas totais
-1 .
melhorar o Egito 0,5% (9.dL7); . ABOU-ELKHAIR
desempenho e Cur’cuma = Auséncia de diferencas etal., 2014
esta dopde satde de longa L significativas nols teores de
L > ' albumina (g.dL™),
frangos, incluindo . ]
sua gerformance e COL(Tg'dL ) TR (mg-_‘i'L ), ALT
seus parmetros (U.dL_l), globulina (g.d_lI ), AST
sanguineos (U.dL™) e FAL (mg.dL™); 1
Reducdo dos niveis de glicose (g.dL™);
Verificar a atividade Em relagéo ao grupo controle, foram
da administracéo de observados:
:stg:gf db: sal = N&o foram observadas diferengas
associacio de Piverina Ird ) significativas nos teores de: AKBARIAN
eCurcu‘?mina nop = AST (IU.L™), ALT (IU.L"), LDH etal., 2012
desempenho de (lu.L” )_,1 LDL (mg.dL" )l HDL
frangos, incluindo (mg.dL_l), TR+| (mg.dL_l), C+OL
seus paéémetros , (mg.dL_l), Na _(mEg.L ?1' K
sanguineos (mEg.L™), e CI" (mEg.L™).
Em relacdo ao grupo controle, foram
observados:
90 mg.kg™ de
curcumina Para o grupo tratado com
+ 90 mg.kgde curcumina +
20 mg.kg™ de | 20 mg.kg™'de piperina:
piperina; = Redugéo nos niveis de
= glicemia (mmol.L™); TRI (mmol.L™),
COL (mmol.L™); glicose (mmol.L"
Verificar a atividade .24, ureia (mmol.L".24h") e
da administracio de proteinas (umol.L™.24h™) urinarias;
S além dos niveis de ALT, AST e FAL
d g iacio d (uKat.L™) e de MDA plasmético
a assoClagdo de (umol.L™) e do figado (umol.L™ g™
Piperina e tecido), PCO do figado (nmol.mg™
Curcumina sob Brasil proteina); ARCARO et al.,
parametros = Os niveis de HDL, GSH-Px 2014
fisiologicos e (UKat.mg™* proteina) e de GSH
bioquimicos de ratos (mmol.L™.g™ tecido) permaneceram
com diabetes- inalterados;
induzida = Aumento nos niveis da SOD (U.mg™
proteina) e CAT (uKat.mg™ proteina).
90 mg.kg™ de
curcumina Para o grupo tratado com
+ 90 mg.kg~de curcumina +
40 mg.kg™ de | 40 mg.kgde piperina:

piperina
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QUADRO 1 — ANALISE DOS ARTIGOS SELECIONADOS NA LITERATURA AVALIANDO A
ATIVIDADE IN VIVO DA COADMINISTRACAO DE CURCUMINA-PIPERINA EM
DISLIPIDEMIAS E EVENTOS CARDIOVASCULARES

(continuacéo)

aorta em ratos
deficientes de NO

= Aumento nos niveis de actina;

= N&o foram observadas diferengas
significativas nos niveis de elastina,
colageno I11, colageno total, CSA,
Van Gieson, espessura da aorta.

OBJETIVO PO | pals | AMOSTRAS RESULTADOS REFERENCIAS
= Né&o houve diferencas significativas
nos niveis de glicemia (mmol.L'Y),
TRI (mmol.L™); e de glicose
(mmol.L™.24h™), ureia (mmol.L"
1.24h™) e proteinas (umol.L™.24h™)
urindrias.
= Os niveis de MDA plasmaético
(umol.L™) e do figado
(umol.L™.g™ tecido), SOD (U.mg™
proteina), CAT (uKat.mg™ proteina),
GSH-Px (uKat.mg™ proteina) e GSH
(mmol.L™.g™ tecido) e ainda, os
niveis de HDL permaneceram
inalterados;
= Redugdo nos niveis de COL
(mmol.L™) e de PCO do figado
(nmol.mg™ proteina);
Aumento nos niveis de ALT, AST e
FAL (uKat.L™).
100 mg.kg™
de curcumina | Em relag@o ao grupo controle, foram
+ observados para todos 0s grupos:
20 mg.kg™ de
Verificar a eficacia piperina; * Melhora nos pgr_émetros .
terapéutica da R eletrpcardlogr_af{co.s — batimentos
associacio de 50 mg.kg™ de cardiacos (.min™), intervalo QRS,
o curcumina segmentos RR e PR (ms), e QT
piperina com india + (ms): CHAKRABOR-
ggrrg?oT;?(?c?(?a de 20 mg.k-g'l de | = Redugdo dos niveis de AST, ALT, TY etal,, 2017
induzida em ratos piperina; FAL, CK-MB, CPK, LDH (U.I__ ),
COL e TRI (mg.dL™) e de niveis de
25 mg.kg™ de TBARS (unidades.mg™ de
curcumina proteinas);
+ » Aumento nos niveis de SOD e CAT
20 mg.kg™ de (unidades.mg™ de proteinas).
piperina
Em relacdo ao grupo controle, foram
observados:
Verificar os efeitos = Diminui¢do na pressdo sanguinea
da administracdo da apenas na 32 semana de tratamento,
associacgdo de 100 ma.ka- nas demais ndo houve diferenga
Piperina e 1 dia_g'dg estatisticamente significativa; 5 )
Curcumina no Eslovaquia cur.cumina + " N&o houve reducdo significativada | HLAVACKOVA
aumento da pressdo g 20 ma.ka" espessura da parede aortica; etal.,, 2011
sanguinea e 1 diagl. d% = Houve reducdo nos niveis de PTAH
remodelacdo da [;iperina e de colageno I;

Verificar os efeitos
da administracdo de
associacdo de

Em relacdo ao grupo controle, foram
observados:
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QUADRO 1 — ANALISE DOS ARTIGOS SELECIONADOS NA LITERATURA AVALIANDO A
ATIVIDADE IN VIVO DA COADMINISTRACAO DE CURCUMINA-PIPERINA EM
DISLIPIDEMIAS E EVENTOS CARDIOVASCULARES

(continuacéo)

OBJETIVO DO

diabéticos

ESTUDO PAIS | AMOSTRAS RESULTADOS REFERENCIAS
= Reducdo nos niveis de COL
(mmol.L™Y) e TRI (mmol.L™ do
soro; e do colesterol (mmol.L™) da
bile;
= Pouca varia¢do nos niveis de
Pinerina e 500 mg.kg™ fosfolipideos e acido biliar
CLE)rcumina emratos | China | 9€curcumina (mmol.L™?) da bile;
suieitos a dieta + = Reducdo de 70% na incidéncia de Ll etal., 2015
Iitf) &nica 20 mg.kg™ de calculos biliares de COL;
9 piperina = Diminui¢do do peso do figado;
= Efeito protetor contra dieta
litogénica, mudancas
histopatoldgicas inibidas;
Reducdo na expressdo das proteinas
NPC1P1 e SREBP2.
Em relagéo ao grupo controle, foram
Verificar os efeitos observados:
g:sgi:gggtéigao de 1000 mg.kg™ | = Reducdo do percentual total de
ppennae | FUA | dearnmie | gorirespot e | mivazawa
Curcumina em ratos x 1 etal., 2018
- Japao 50 mg.kg™ de KC/GRO; ’
com obesidade- o N .
induzida piperina = Nao _foram obser\{ada}s_dlf(_arengas
estatisticamente significativas nos
niveis de IFN-y, IL-10, IL-12 p70 e
IL-6.
Verificar os efeitos x
da administracio de 1000 mg.dia™ Et;n relagao.ao grupo controle, foram
associacéo de Ird de ohservados:
o o S
Plperlna_e (1 a_utor) curcumindides | Niio foram encontradas mudancas MOOHEBATI et
Curcumina sob os Reino + L x al., 2014
niveis séricos de Unido 5 mg.dia™ de S|,gn!f|cat|vas com relagéo aos
sdLDL em piberina niveis de sdLDL no soro nesses
individuos obesos individuos.
1000 mg.dia™
Verificar os efeitos de Em relacdo ao grupo controle, foram
da administracdo de curcuminoides observagOS' grup ’
associacéo de + ) '
Piperina e Ird 10 mg.dia™ de x oo x
Clﬁ)rcumina sob o (1° autor) Biogerine® = Reducdo nos niveis de LDL, ndo- PANAHI
perfil lipidico de Austrélia (extrato de . HDL, CEOL’ TR,I € Lp (a); . etal., 2014
individuos com Piper sp. Elfzvigao dosi)n|ve|sdde HDdL’
sindrome metabélica contendo pelo Nao f‘?ra'?“ observadas mudancas
menos 95% de significativas nos niveis de sdLDL.
piperina)
Verificar os efeitos Em relacdo ao grupo controle, foram
da administracéo da 1000 mg.dia® | observados:
associacdo de 1 de
Piperina e (1° autor) curcumindides | = Aumento na capacidade PANAHI
Curcumina sob EUA + antioxidante total sérica e da etal., 2016
indices oxidativos 10 mg.dia™ de atividade da SOD;
em individuos piperina » Reducdo da atividade da MDA.
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QUADRO 1 — ANALISE DOS ARTIGOS SELECIONADOS NA LITERATURA AVALIANDO A
ATIVIDADE IN VIVO DA COADMINISTRACAO DE CURCUMINA-PIPERINA EM
DISLIPIDEMIAS E EVENTOS CARDIOVASCULARES

(continuacéo)

OBJETIVO DO : -
ESTUDO PAIS AMOSTRAS RESULTADOS REFERENCIAS
Verificar os efeitos Em relacéo ao grupo controle, foram
da adrnlrllstragao da ) 1000 mg.dia™ observados:
associagdo de Ird de
o o . « . .
Plperlna_e (1 agtgr) curcuminides Reducéo nos niveis de L|c~) (a) serica; PANAHI
Curcumina sob os Croécia = Aumento nas concentragdes de
A o + i etal., 2017
parametros lipidicos EUA . HDL;
L 10 mg.dia™ de N TP
em individuos com iverina = N&o houve mudancas significativas
diabetes tipo 2 PP nos niveis de COL, TRI, LDL e
ndo-HDL.
Em relacdo ao grupo controle, foram
Verificar os efeitos observados:
da adrnwllstragao de = Reducgdo no peso (kg) e IMC
associacdo de [kg.(m)]:
Piperina e 500 mg.dia™ de gm) L .
- x N = Reducdo dos niveis de glicose
Curcumina sob os Ird curcuminoides KN
ardmetros (1° autor) + (mg.dL™); PANAHI
parame o . » Reducdo dos niveis de HbAlc (%), etal., 2018
glicémicos, México 5 mg.dia™ de . 1 -
ry 7 peptideo C (ng.mL™), ALT (U.L™),
hepaticos e piperina SN
. > e AST (U.L™);
inflamatdrios em x o
P = Na&o houve mudancas significativas
individuos com iveis de insuli L
diabetes tipo 2 nos niveis de |lnsu ina _(n_wl .L7),
PCR-US (g.L™), creatinina (mg.dL"
1), HOMA-IR, HOMA-B ¢ HSL.
Em relacéo ao grupo controle, foram
observados:
Verificar os efeitos = Reduc¢do nas concentracdes de
da administracdo da albumina (g.dL™);
associacéo de = Na&o houve mudancas significativas
Piperina e nos niveis de bilirrubinas (mg.dL™),
Curcumina sob as TRI (mg.dL™), HDL (mg.dL™),
enzimas hepéticas, Ird  [500 mg.dia® de ferritina (ug.L™), LDH (U.L™),
perfil lipidico, (1° curcumindides glicemia PANAHI
indices glicémicos, e autor) + (mg.dL™), HbA1c (%), ureia (mg.dL’ etal 2019
severidade da EUA 5 mg.dia™ de 1), creatinina (mg.dL™), TSH (mil.L" "
doenca em piperina 1), nimero de leucécitos (10°.L %),
individuos com nimero de eritrécitos (10°.L™Y),
Doenga Hepética plaquetas (10°.L™), ALT, AST e FAL
ordurosa N&o (U.L™), hemoglobina (g.dL™),
Alcodlica hematécrito (%), VHS (mm.hr),
ferro (ug.dL™), e TIBC (ug.dL™);
= Reducdo significativa da severidade
da Doenca Hepética Gordurosa Néao
Alcodlica.
0,1% de Em relacdo ao grupo controle, foram
Verificar os efeitos curcumina observados:
da administracdo da +
associacdo de 20 mg/kg de | = Diminuicéo relativa da massa do
Piperina e Eqito piperina figado e coracéo; SOLIMAN
Curcumina sob o g = N&o foram observadas diferencas GHADA, 2005
perfil lipidico de 0,25% de com relacdo ao ganho de massa
ratos normais e curcumina corporal;
hiperlipidémicos + » Diminuic&o dos niveis de COL,

20 mg.kg'de

LDL, VLDL, TRI e fosfolipideos;
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QUADRO 1 — ANALISE DOS ARTIGOS SELECIONADOS NA LITERATURA AVALIANDO A
ATIVIDADE IN VIVO DA COADMINISTRACAO DE CURCUMINA-PIPERINA EM
DISLIPIDEMIAS E EVENTOS CARDIOVASCULARES

(conclusdo)

OBJETIVO DO : -
ESTUDO PAIS AMOSTRAS RESULTADOS REFERENCIAS
piperina = Aumento nos niveis de HDL
0,5% de
curcumina
+
20 mg.kg™de
piperina
Em relacéo ao grupo controle, foram
observados:
* Diminuicdo dos niveis de COL
-1 -1
Verificar os efeitos (mmoI.L_l)z TRI (mmol.L™) e LDL
hipocolesterolémico 109 . (mmol.L7); Lo
L x mg.kg~.dia” | = Aumento dos niveis de HDL
s da administracéo 1 : -1 -1y.
d - de curcumina (mmol.L™) e ApoAl (g.L™);
8 associagdo de + = N&o houve mudangas significativas
Piperina e China a4 - e 6as sign TUetal., 2014
. 5mg.kg™~.dia nos niveis de ApoB (g.L™);
Curcumina em ratos 1 S ST LN
L . de piperina | = Diminuicdo dos niveis de COL e
sujeitos a uma dieta do flaad Lo de figado):
com altos niveis TRI do figado (,””?O - de figado);
linidicos = Aumento dos niveis de COL, TRl e
P 4cido biliar total nas fezes (umol.g™
de fezes.dia™):
= Aumento da atividade da LCAT
(nmol.ht.mL™?) e CYP7P1 (nmol.h"
! mL1.mg" proteina).

Fonte: A Autora
Legenda: ApoAl: apoliproteina A-1; ApoB: apoliproteina B; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato

aminotransferase; CAT: catalase; CI': ion cloreto; CK-MB: creatina-fosfoquinase fracdo mb, COL.:
colesterol total sérico; CPK :creatina-fosfoquinase; CSA: area de corte transversal; CYP7AL:
colesterol 70 —hidroxilase; VHS: velocidade dehemossedimentacdo; FAL.: fosfatase alcalina; GOT:
transaminase glutamato oxalacética; GPT: transaminase glutamato pirdvica; GRO: oncogene
regulador de crescimento humano; GSH: glutationa; GSH-Px: atividade da glutationa peroxidase;
HbAlc: hemoglobina glicada; HDL: colesterol de lipoproteina de alta densidade; HOMA-g:
avaliacdo do modelo de homeostase da funcdo das células-B; HOMA-IR: avaliagdo do modelo de
homeostase que estima a resisténcia insulinica; PCR-US: proteina C reativa de alta sensibilidade;
HSI: indice de esteatose hepdtica; IFN-y: interferon gama; IL-1pB: interleucina 1 beta; IL-6:
interleucina 6; IL-10: interleucina 10, IL-12 (p70): interleucina ou citocina 12 heterodimérica de 70-
kDa ligada por dissulfeto; K*: jon potassio; IMC: indice de massa corporal; KC: quimiocina
quimioatrante de neutréfilos derivada de queratindcitos; LCAT: lecitina colesterol aciltransferase;
LDH: lactato desidrogenase; LDL.: colesterol de lipoproteina de baixa densidade; Lp (a): lipoproteina
(a); MDA: malonaldeido; Na*:ion sodio; NPC1L1: proteina Niemann-Pick C1-Like 1; PCO:
conteldo de carbonila na proteina; Intervalo PR: é o tempo desde o inicio da onda P até o inicio do
complexo QRS no eletrocardiograma; PTAH: método de coloracdo com 4&cido fosfotingstico e
hematoxilina; Intervalo QRS: ondas que representam a despolarizacdo ventricular; Segmento QT:
total duracéo da despolarizacdo ventricular; Intervalo RR: é o tempo decorrido entre duas ondas R
sucessivas do sinal QRS no eletrocardiograma; sdLDL-c: colesterol de lipoproteina de baixa
densidade pequeno e denso; SOD: superédxido dismutase; SREBP2: proteina 2 do elemento regulador
de esterol; TAC:capacidade total antioxidante; TBARS: substancias reativas do acido tiobarbitdrico;
TIBC: capacidade total de ligacdo do ferro; TRI: triglicerideos; TSH: hormonio estimulante da
tireoide; Van Gieson: método de coloragdo Van Gieson; VLDL.:colesterol de lipoproteina de muito
baixa densidade.
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De acordo com os estudos selecionados foi possivel observar que, diferentes doses e
proporcdes coadjuvantes de PIP e CUR véem sendo coadministradas em modelos
experimentais. Sendo as concentragdes mais empregadas, as de 100, 500 e 1000 mg.kg™.dia™
para a CUR e de 5, 10 e 20 mg.kg™.dia™ para a PIP. Dentre os achados, houve alteracio nos
niveis séricos de alguns parametros avaliados, como: reducdo dos niveis de glicose, COL,
TRI, albumina, LDL, LDH, AST, ALT, FAL e TBARS, e aumento dos niveis de HDL, CAT
e SOD entre outros.

Diante do exposto, € possivel verificar que a utilizacdo de CUR e PIP possa ser
eficaz na prevencdo e tratamento das dislipidemias, possuindo também uma acéo
hepatoprotetora associada, e consequentemente, atuando na reducdo do risco cardiovascular.
Em adicdo, o emprego de microparticulas poliméricas a partir de polimeros (met)acrilados
tende a melhorar a biodisponibilidade dos farmacos no organismo, sendo uma alternativa

promissora e que possibilita um vasto nimero de estudos posteriores.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Promover a obtencdo, a caracterizacdo e a avaliagdo in vitro de microparticulas
poliméricas (met)acrilicas contendo CUR efou PIP com potencial antioxidante em

dislipidemias.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

e Realizar a obtencéo de microparticulas poliméricas de Eudragit® S100 e RS30D
contendo CUR e/ou PIP;

e Calcular o rendimento e a taxa de umidade das microparticulas poliméricas de
Eudragit® $100 e RS30D contendo CUR e/ou PIP;

e FEfetuar a caracterizagdo dos sistemas poliméricos por meio de analises
morfoldgicas, espectroscopicas e térmicas;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas poliméricas
formuladas contendo CUR e/ou PIP;

e Avaliar in vitro a hemdlise e o efeito antioxidante das microparticulas

poliméricas formuladas contendo CUR e/ou PIP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético (FISATOM, modelo 754A, Séao Paulo, Brasil);

e Analisador de tamanho de particulas e potencial Zeta (MALVERN
INSTRUMETNS, modelo Zetasizer Nano series ZS90, Worcestershire, Reino
Unido);

¢ Analisador de umidade (SHIMADZU, modelo MOC63u, Quioto, Japdo);

e Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil);

e Centrifuga de mesa (CELM, modelo LS-3 plus, Barueri, Brasil);

e Coluna cromatografica C;g3 (PHENOMENEX, modelo Synergi 4 pu Polar — RP
80A, |Lc Column 250 mm x 4,6 mm, tamanho de particula 4 pm, Torrance,
EUA);

e Pré-coluna cromatografica (PHENOMENEX, 4 p Polar — RP 80 A, 10 mm x 4,6
mm, tamanho de particula 4 um, Torrance, EUA);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (MERCK-HITACHI, modelo Lachrom
D-7000, Téquio, Japdo);

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

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

e Espectrofotbmetro da regido do ultravioleta-visivel (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos);

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

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

o Liofilizador (TERRONI, modelo LD1500A, S&o Carlos, Brasil);

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

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

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

e Sistema de calorimetria exploratdria diferencial STA 6000 (PERKIN ELMER,
Waltham, MA, Estados Unidos);
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Sistema de secagem por aspersao, Spray dryer (LABMAQ, modelo MSD 0.5;
Ribeirdo Preto, Brasil);

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

Ultrassom, Ultrasonic Cleaner (ODONTOBRAS, 1440DA, Ribeirdo Preto,
Brasil).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmacos

Curcumina (CUR > 98,0% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);
Padréo interno: curcumine matrix substance for MALDI-MS, > 99,0% (CLAE)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

Piperina (PIP > 95,0% de pureza, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

Padréo interno: piperine matrix substance for MALDI-MS, > 99,0% (CLAE)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

4.2.2 Polimeros

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

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

4.2.3 Agua Purificada

Agua ultrapura obtida por sistema de ultrapurificacio de agua (Milli-Q®,
MILLIPORE, Bedford, MA, Estados Unidos) e utilizada para analises em
cromatdgrafo liquido e ainda, determinacdo do tamanho de particula;

Agua destilada obtida em equipamento FANEM LTDA (modelo 724/2-A, Sio
Paulo, Brasil) e empregada para o desenvolvimento dos sistemas

microparticulados e demais analises.
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4.2.4 Solventes e Demais Reagentes

prévio.

Acetonitrila grau CLAE (APPLYCHEM PANREAC QUIMICA, Barcelona,
Espanha);

Acido acético glacial P.A. (100% de pureza, SYNTH, Diadema, Brasil);

Acido cloridrico 37% (SYNTH, Diadema, Brasil);

Acido formico P.A. (85,0% de pureza, SYNTH, Diadema, Brasil);

Alcool N-butilico (Butanol) P.A. (P.M. 74,12; LAFAN QUIMICA FINA LTDA.,
Vérzea Grande, Brasil);

Aldeido formico P.A. (37% de pureza, DINAMICA QUIMICA, Indaiatuba,
Brasil);

Acido 2-tiobarbittrico (TBA) (>98% de pureza, SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
MO, Estados Unidos);

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

Dihidrocloreto de 2,2"-azo-bis-acido (2-amidinopropano) (ABAP) (MERCK,
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, Estados Unidos);

Dodecil sulfato de sodio (SDS) (P.M. 288,38; 99% de pureza. LGC
BIOTECNOLOGIA, Cotia, Brasil);

Etanol (Alcool etilico) P.A. (99,8% de pureza, VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);
Fosfato de sodio Monobasico Monohidratado P.A. (SYNTH, Diadema, Brasil);
Fosfato de sodio Bibasico Heptahidratado P.A. (SYNTH, Diadema, Brasil);
Gema de ovo;

Hidroxitolueno butilado (BHT) (MERCK, Séo Paulo, Brasil);

Metanol grau CLAE (APPLYCHEM PANREAC QUIMICA, Barcelona,
Espanha);

Propilenoglicol P.A. d= 1,035 (SYNTH, Diadema, Brasl);

Sangue de carneiro desfibrinado comercial Volume globular: 20-40%
(NEWPROV, Pinhais, Brasil);

Solucdo salina 0,9% (FARMAX, Sorimax, Divinopolis, Brasil);

Triton® X100 (MERCK, Sdo Paulo, Brasil).

Os solventes organicos apresentaram grau analitico e foram usados sem tratamento
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4.2.5 Demais Materiais

e Filtro para seringa PTFE (politetrafluoretileno) (0,20 pum, 0 - 25 mm,
Chromafil®, Xtra PES 20/25, MACHEREY-NAGEL GNBH & CO. KG, Diren,
Alemanha);

¢ Placa de microtitulagdo para 96 pocos (KASVI, Séo José dos Pinhais, Brasil);

e Seringa para HPLC de 100 pL (Microliter 710, HAMILTON, Bonaduz, Suica);

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado por meio de diferentes etapas sequenciais. A pesquisa
iniciou com a obtencdo de microparticulas poliméricas de Eudragit® S100 e RS30D contendo
CUR e PIP pelo método de secagem por aspersao ou spray drying. Em seguida, foi realizada a
quantificacdo dos fitofarmacos nas microparticulas, empregando o método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), devidamente validado. Os sistemas poliméricos foram
caracterizados por meio de estudos morfoldgicos, espectroscépicos e térmicos. O estudo do
efeito antioxidante de CUR e PIP, reduzindo a peroxidacéo lipidica e demonstrando um efeito
hepatoprotetor, bem como, o provavel grau de hemdlise das microparticulas também foi

estudado. As etapas descritas estdo esquematizadas no fluxograma da Figura 11.
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FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PESQUISA

Determinagiio quantitativa Obtengliode ~ —— Rendimento
CLAE —  microparticulas :
poliméricas —— | Umidade

Determinagio da eficiéncia
de encapsulacio

Caracterizagdo das Estudos morfologicos
microparticulas —— (tamanho de particula,
poliméricas contendo FEG-SEM, DRX)
CURCUMINA e

PIPERINA Avaliagdio por
| | espectroscopia no
infravermelho (IVTF)

Ensaio de hemolise Estudos in vitro Anlise térmica
ATG

Efeito antioxidante

Fonte: A Autora
4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.4.1 Obtencdo das Microparticulas Poliméricas contendo Curcumina e Piperina

A obtencéo das microparticulas contendo CUR e/ou PIP foi realizada pelo método de
secagem por aspersdo ou spray drying.

As formulagbes foram preparadas levando em consideracdo as caracteristicas fisico-
quimicas dos farmacos e polimeros empregados resultando em microesferas com a mistura
molecular de matriz polimérica e do agente encapsulado. Sendo assim, nas prepara¢bes com a
CUR, tomou-se o cuidado de manipular o farmaco em ambientes escurecidos e de envolver
embalagens com papel aluminio para a protecdo da luz, bem como para todas as formulagdes
dos farmacos e polimeros e, ainda, os pds-obtidos foram acondicionados em recipientes bem
fechados para evitarem a retencdo de umidade proveniente do meio externo.

A partir dos farmacos CUR e PIP e dos polimeros poli(acido metacrilico-co-
metacrilato de metila) (Eudragit®) S100 e RS30D foram desenvolvidas as formulagdes de
microparticulas denominadas MS (preparadas com Eudragit® $S100) e MRS (preparadas com
Eudragit® RS30D). As concentracdes teéricas de CUR efou PIP utilizadas com ambos os
polimeros foram de 0, 10 e 20%, indicadas na Tabela 2.
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TABELA 2 — COMPOSICAO DAS FORMULAGCOES DE MICROPARTICULAS POLIMERICAS
CONTENDO CURCUMINA E PIPERINA

COMPOSICAO

FORMULACAO CUR BIP Eudragit®  Eudragit® H,0 Alf:pol

@ @ S100 RS30D ultrapura etilico

(9 (9 (mL) (mL)
MS_0 — — 2,00 — 200 200
MS_C10 0,20 - 1,80 - 200 200
MS_C20 0,40 - 1,60 - 200 200
MS_P10 o 0,20 1,80 - 200 200
MS_P20 - 0,40 1,60 - 200 200
MS_CP10 0,10 0,10 1,80 _ 200 200
MS_CP20 0,20 0,20 1,60 - 200 200
MRS_0 o . o 6,67 200 200
MRS_C10 0,20 - - 6,00 200 200
MRS_C20 0,40 - - 5,34 200 200
MRS_P10 . 0,20 . 6,00 200 200
MRS_P20 - 0,40 . 5,34 200 200
MRS_CP10 0,10 0,10 _ 6,00 200 200
MRS_CP20 0,20 0,20 5,34 200 200

Fonte: A Autora

Nota: MS_0 e MRS_0 (controles negativos, sendo apenas microparticulas de Eudragit® $S100 e RS30D sem
farmacos); MS_C (microparticulas de Eudragit® S100 e CUR); MS_P (microparticulas de Eudragit® $100
e PIP); MS_CP (microparticulas de Eudragit® S100 com CUR e PIP); MRS_C (microparticulas de
Eudragit® RS30D e CUR); MRS P (microparticulas de Eudragit® RS30D e PIP) e MRS_CP
(microparticulas de Eudragit® RS30D com CUR e PIP); 10: concentragdo a 10% do(s) farmaco(s); 20:
concentragdo a 20% do(s) farmaco(s).

Em béquer graduado, o material polimérico foi dissolvido/disperso vagarosamente
até a total dissolucdo em 200 mL de etanol P.A. por agitacdo (800 rev.min™) em agitador
magnético (FISATOM, modelo 754A, S&o Paulo, Brasil), sendo adicionadas em seguida e em
igual procedimento, a CUR e a PIR, nesta ordem, quando associadas na mesma formulag&o.
Apb6s a completa dissolucdo dos farmacos e polimeros, 200 mL de &gua destilada foi
adicionada lentamente pelo centro do béquer com o auxilio de um bastdo de vidro e a
solucéo/disperséo aquosa foi mantida sob agitacdo por 12 horas.

Transcorrido esse periodo, as formulagcfes foram conduzidas a secagem por aspersao
ou atomizacdo, utilizando o equipamento Spray Dryer (LABMAQ, modelo MSD 0.5;
Ribeirdo Preto, Brasil), operando nas seguintes condi¢6es: diametro do atomizador: 0,82 mm,
pressdo de atomizacdo: 3 kgf.cm™, fluxo do ar de secagem: 50 L.min™, fluxo de alimentacéo
da formulacdo em secagem: 0,30.h™, temperatura de entrada: 135 + 5°C e temperatura de
saida: 60 + 5°C (Figura 12).
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FIGURA 12 - ESQUEMA DE PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL PARA OBTENCAO DE
MICROPARTICULAS POLIMERICAS.

—

"
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Fonte: A Autora
4.4.2 Tratamento Superficial do Eudragit® RS30D (de Dispersdo Aquosa para P6)

Para o preparo de misturas fisicas, analises de teor de umidade, espectroscopia de
infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) e difracdo de raios X (DRX) utilizou-se
0 polimero RS30D na forma de pd, apds processo de liofilizacdo (liofilizador TERRONI,
modelo LD1500A, Séo Carlos, Brasil), uma vez que a apresentacdo comercial do polimero é
de uma dispersdo aquosa. Nesta metodologia ndo se faz necessario acrescentar nenhum outro

reagente de modo a ndo interferir nos resultados das analises.

4.4.3 Mistura Fisica

Foram preparadas misturas fisicas (MF) homogéneas entre os polimeros utilizados e
os farmacos CUR e PIP para uma caracterizagdo comparativa dos dois sistemas
microparticulados em estudo. As propor¢des empregadas para o preparo em massa, foi de
1:1:1 (polimero:CUR:PIP). Todos os pos foram pesados e misturados com auxilio de uma

espatula, grau e pistilo, resultando em uma mistura simples e homogeénea.
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4.4.4 Rendimento das Microparticulas

O rendimento (R) das formulagdes de microparticulas obtidas pelo método de spray
drying foi calculado pela razdo entre a massa obtida apds a preparacdo e a soma das massas

utilizadas do polimero e do(s) farmaco(s), conforme apresentado na Equagéo 1.

R=  massa obtida de microparticula x 100

massa inicial (polimero + farmacos) 1)

4.4.5 Determinacgao do Teor de Umidade

A guantidade de agua presente nas microparticulas formuladas foi determinada pelo
analisador de umidade (SHIMADZU, modelo MOC63u, Quioto, Japdo), previamente
calibrado. As amostras foram analisadas individualmente e em triplicata. Apds a obtencdo das
mesmas foi colocado aproximadamente 0,05 g em um prato de aluminio e mantido em
aquecimento a 105°C, até peso constante, 0 que resultou no teor de umidade expresso em

porcentagem (%).

4.4.6 Avaliacdo da Eficiéncia de Encapsulacao

A quantificacdo dos farmacos CUR e PIP nas microparticulas preparadas foi
realizada por meio de CLAE com deteccdo de arranjos de diodo, empregando método direto
analitico previamente validado por Rudnik (2019). Sendo assim, propds-se uma revalidacao
do método analitico que atendeu os critérios propostos do International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use — ICH (2005) e pela Resolucdo 166 de 24 de julho de 2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2017), que recomenda a avaliagdo dos parametros
de seletividade, preciséo e exatiddo para formulagdes farmacéuticas preparadas. Contudo, séo
obrigatérios os parametros de seletividade e limite de deteccdo para revalidar um método
previamente validado.

A porcentagem da eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada a partir da
concentracdo dos farmacos nas microparticulas considerando que a concentragdo do ponto

médio da curva analitica equivale a 100% de encapsulagdo.
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4.4.6.1 Equipamentos e condi¢Oes cromatogréaficas

As analises por CLAE foram realizadas no cromatégrafo Merck-Hitachi (Lachrom
D-7000), equipado com detector de UV L-74000, com bombas L-7100, degaseificador e
injetor manual Rheodyne, cujo volume de injecdo foi de 20 pL, controlado por software
Chromquest. As amostras foram injetadas com auxilio de uma seringa de 100 pL
(Microliter710).

A separacdo cromatogréfica foi obtida usando a coluna analitica de fase reversa Cig
(PHENOMENEX, modelo Synergi 4 p Polar — RP 80A, Lc Column 250 mm x 4,6 mm,
tamanho de particula 4 pm, Torrance, EUA) com pré-coluna cromatogréfica
(PHENOMENEX, 4 u Polar — RP 80 A, 10 mm x 4,6 mm, tamanho de particula 4 pm,
Torrance, EUA). A eluicdo foi realizada de modo isocréatico, em temperatura ambiente, sendo
a fase maovel constituida de acetonitrila e agua (55:45, v/v) acidificados com acido férmico a
2%, em fluxo de 1,0 mL.min™. Foram realizadas corridas com 12 min de duraco e o tempo
de retencdo foi entre 7 e 8 minutos para a CUR e de 9 minutos para a PIP. A deteccdo dos

farmacos foi efetuada em comprimento de onda de 262 nm.

4.4.6.2 Preparo das solug6es padrdo

A solucdo padrdo estoque foi composta pelos farmacos CUR e PIP associados, onde
a mesma foi preparada com metanol grau CLAE (Apply Chem Panreac Quimica, Barcelona,
Espanha) na concentracio de 500,0 pg.mL™.

A partir da solucdo estoque, foram preparadas diluigcdes em acetonitrila:agua (55:45,
v/v) acidificadas com acido formico a 2%, a fim de obter solu¢cBes com concentracdo entre
25,0 e 45,0 ug.mL™*, para um estudo inicial de linearidade e a concentracio de 30,0 pg.mL™
(ponto médio da curva) foi definida como 100%. Para o preparo das dilui¢bes, tanto 0 metanol
qguanto a acetonitrila foram filtrados e desgaseificados em banho de ultrassom Ultrasonic
Cleaner (ODONTOBRAS, 1440DA, Ribeirdo Preto, Brasil). A 4gua ultrapura também passou
pelo processo de desgaseificacdo e todas as solugfes injetadas no cromatografo foram
previamente filtradas em filtro de politetrafluoretileno (PTFE, Cromafil® Xtra, 0,2 pm X
22 mm, Macherey-Nagel GNBH & Co. KG, Diiren, Alemanha).
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4.4.6.3 Revalidacao do método para quantificagdo de CUR e PIP

Um teste piloto foi realizado nas condi¢des de trabalho reportadas no estudo de
Rudnik (2019) com o intuito de verificar se 0 método analitico em questdo seria adequado
para este estudo, na obtencdo de picos da CUR e PIP de boa resolugdo. Como controle
negativo foi injetada antes de todas as analises, uma amostra contendo os polimeros.

Para a validacdo do método de quantificacdo de CUR e PIP em equipamento de
CLAE foram estudados os parametros de especificidade, linearidade e precisdo, conforme os
critérios estabelecidos pela ICH e ANVISA mencionados anteriormente.

A especificidade/seletividade foi determinada por meio da analise comparativa dos
cromatogramas das microparticulas com e sem farmaco, assegurando que nenhum
componente da formulacdo interfira na quantificacio da CUR e PIP. Para tanto, foram
preparadas solucdes de: i) CUR e PIP puras e associadas, formuladas a 10 e 20% para cada
polimero em estudo, por meio das microparticulas de Eudragit® S100 e RS 30D dispersas ou
dissolvidas em metanol (dependendo do polimero) na concentragdo de 500 pg.mL™; ii)
microparticulas contendo apenas o polimero, tanto Eudragit® S100 quanto o RS 30D em
metanol na concentragdo de 500 pg.mL™.

Para o preparo das solugdes foram pesados em balanca analitica (CELTAC, modelo
FA2104N, S&o Paulo, Brasil), 0,005 g de cada pd e solubilizados com
1 mL de metanol em baldo volumétrico de 10 mL. Apos desgaseificacdo em banho de
ultrassom Ultrasonic Cleaner (ODONTOBRAS, 1440DA, Ribeirdo Preto, Brasil) por
20 minutos, os baldes foram deixados sob agitacdo por 24 horas, em agitador magnético
(FISATOM, modelo 754A, Sao Paulo, Brasil). Apos a total dissolugdo dos pés, o volume de
10 mL do baldo volumeétrico foi ajustado com metanol. As solucdes foram preparadas em
duplicata e as leituras das formulacdes, previamente filtradas em filtro de politetrafluoretileno
(PTFE, Cromafil® Xtra, 0,2 um x 22 mm, Macherey-Nagel GNBH & Co. KG, Diiren,
Alemanha), foram determinadas no equipamento de CLAE.

Quanto a linearidade do método, a avaliagdo foi realizada por regressdo linear
usando o método dos minimos quadrados, pela média dos pontos de trés curvas analiticas
auténticas, nas concentracdes de 25,0; 30,0; 35,0; 40,0 e 45,0 ug.mL™ preparados a partir da
solugdo padrdo(500 ug.mL™)em fase mével. A inclinagdo e outros pardmetros das curvas
analiticas foram calculados por regressao linear e analise de variancia (ANOVA). O preparo

da curva analitica foi realizado em triplicata.
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Os limites de detecgéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados com base no

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

_ 3,3xDP LQ = 10xDP
S ) S (3)

LD

Segundo o guia do ICH (2005), para a validagdo de um método a precisdo é
determinada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. Entretanto, para a
validacdo do método revalidado foi avaliada apenas o primeiro critério mencionado.

Para repetibilidade, trés concentracdes (15,0; 25,0 e 40,0 ug.mL™) foram avaliadas
em triplicata. A precisdo intermediaria foi avaliada por desvio padrdo (DP) e desvio padrédo
relativo (DPR) de seis injecdes a 50,0 pg.mL™, analisadas intradia, interdia e com diferentes
analistas.

A exatidao foi determinada por andlises de recuperacdo, adicionando-se volume de
concentracdo equivalente a 20,0 pg.mL™ de PIP a solugdes de concentragdo 5,0; 15,0 e
25,0 ug.mL™?, resultando em amostras de 25,0; 35,0 e 45,0 pg.mL™, respectivamente. Os
testes foram feitos em triplicata, e a exatiddo do método foi calculada segundo a Equagéo 4.
Onde, CA é a concentracdo experimental do analito e CTA é a concentracdo teorica do analito

adicionado.

% Exatiddao = CA (amostra adicionada) - CA (amostra) x 100
CTA (4)

4.4.7 Caracterizacdo das Microparticulas Poliméricas
4.4.7.1 Determinacdo do didmetro médio

O tamanho médio das microparticulas poliméricas foi determinado por analisador de
tamanho de particula e potencial Zeta (MALVERN INSTRUMETNS, modelo Zetasizer Nano
series ZS90, Worcestershire, Reino Unido), apds a diluicdo de uma aliquota de
microparticulas em agua ultrapura (1:500, v/v) com o auxilio do ultrassom, Ultrasonic
Cleaner (ODONTOBRAS, 1440DA, Ribeirdo Preto, Brasil), em temperatura ambiente
durante 15 minutos. Para cada amostra foram preparadas trés diluicdes (n = 3). Dentre as
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condicBes do equipamento, o dispersante foi a agua e o indice de refragdo empregado foi de
1,33.

4.4.7.2 Analise morfologica e de superficie por microscopia eletronica de varredura por
emissdo de campo (Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy - FEG-SEM)

A microscopia FEG-SEM é uma técnica de bastante versatilidade e usada
rotineiramente para a andlise morfoldgica e estrutural de materiais sélidos. O aumento
maximo para a visualizacdo de particulas fica entre a microscopia Optica e a eletrénica de
transmissao oferecendo imagens satisfatérias. Apresenta como vantagens, a alta resolucdo e
facilidade no preparo das amostras em relacdo as duas outras microscopias citadas
(MALISKI, 2007).

Uma série de fatores como, volume do solvente empregado na formulacédo, interacéo
dos componentes da formulagdo com este solvente, altas taxas de evaporacdo na técnica de
secagem por aspersao resultando em particulas mais esféricas e menores que aquelas obtidas
por solventes com ponto de ebulicdo mais alto, podem interferir na uniformidade do tamanho
e caracteristicas da superficie de microparticulas (SCHAFROTH et al., 2012).

A avaliacdo morfologica e de superficie das microparticulas em comparacdo aos
farmacos e polimeros puros foi realizada em microscopico eletronico de varredura com efeito
de emissdo de campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca) empregando
voltagens de aceleracdo de 15 kV, apos tratamento da amostra com ouro em metalizador
(SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japdo). O registro das eletromicrografias

ocorreu por meio da utilizacdo de software especifico (Electron Optical Design).

4.4.7.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

O processo de microencapsulacdo pode resultar em alguma mudanga quimica entre
farmacos e polimeros e que podem facilmente serem identificadas. Para tanto, a analise de
IVTF promove a caracterizacdo de materiais por meio da detec¢do de grupos funcionais nas
moléculas de um composto. Assim, com a intencdo de explorar se 0 processo de
microencapsulacgéo resulta em alguma mudanca quimica, sdo comparadas as caracteristicas de
bandas entre matérias-primas e formulagdes. A faixa mais comumente empregada para
analisar esses grupos funcionais esta situada entre 4000 e 400 cm™ (ROLAND; BHAWANI,
2016; ALMEIDA et al., 2014).
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Portanto, os farmacos e polimeros puros, bem como as misturas-fisicas e
microparticulas poliméricas foram analisadas em equipamento de espectroscopia na regido do
infravermelho (SHIMADZU, modelo IR-Prestige-21, Quioto, Japdo), com valores de
intervalos minimos e méximos, respectivamente, entre 4000 - 400 cm™ e com resolucéo de 4
cm™ e 32 scan.min™ Para tanto, foram utilizadas pastilhas de brometo de potassio (KBr) grau
microscopio, na propor¢do (2% m/m) de amostra e KBr, ou seja, utilizando 4 mg de

microparticula e 196 mg de KBr.

4.4.7.4 Difragéo de raios X (DRX)

A selecdo de amostras para a DRX foi semelhante ao IVTF. As mesmas foram
analisadas em difratometro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Quioto, Japéo), nas
seguintes condicdes: scan de 2°.min™ e 26 de 5°C a 80°C, radiagdo Ko de cobre (A = 1.5418
A), corrente continua de 40 mA e voltagem de 30 kV. Tais condi¢bes possibilitam a

observacao de possiveis picos indicativos de cristalinidade.

4.4.7.5 Andlise térmica
4.4.7.5.1 Anélise Termogravimétrica (ATG)

A ATG ¢é uma analise qualitativa e baseia-se no estudo da variacdo de massa de uma
amostra resultante de uma transformacao fisica (sublimacdo, evaporagdo, condensacao) ou
quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo), em funcdo do tempo ou da temperatura
(OLIVEIRA, 2011), importante para avaliar a estabilidade de um material. Em geral, os
polimeros apresentam um decaimento em sua massa entre 350°C e 460°C (FAYAD, 2010).

A variacdo de massa dos termogramas iniciou a partir de 100°C com a perda da
umidade (4gua). A segunda variacdo de temperatura indica o decaimento do farmaco e a
terceira refere-se a perda do polimero. Tais parametros sugerem a estabilidade dos
componentes da formulacdo (OLIVEIRA, 2011). E importante levar em consideracdo o valor
do ponto de fusdo de cada um desses na formulacao preparada.

A andlise termogravimétrica foi realizada no equipamento STA 6000 (PERKIN
ELMER, Waltham, MA, Estados Unidos), em que as amostras similares foram colocadas em
célula calorimétrica de alumina e aquecidas a uma taxa 10 °C.min™, de 20°C a 600°C, sob

fluxo de nitrogénio (50 mL.min%) constante.



73

4.5 AVALIA(;AO IN VITRO
4.5.1 Ensaio de Hemolise

O ensaio de hemdlise eritrocitaria apresenta diversas vantagens para investigar a
citotoxicidade de sistemas de liberagio modificada. O rompimento da membrana
citoplasmatica do eritrocito por injdria promove liberacdo de hemoglobina que pode ser
quantificada colorimetricamente por espectrofotometria entre 415 e 570 nm. Dentre as
vantagens do ensaio estdo rapidez, eficiéncia, simplicidade e baixo custo da técnica analitica
empregada (COTICA et al., 2012; UNSWORTH et al., 2008).

No estudo realizado foram utilizados eritrocitos comerciais de sangue de carneiro
desfibrinado (LABORCLIN, Pinhais, Brasil), sem anticoagulante e com volume globular
previamente avaliado a 33%. A concentracdo ideal empregada na analise foi de 5% onde foi
preparada com tampao fosfato de pH=7,4, resfriado a 4°C.

As solucdes etanolicas dos farmacos foram preparadas na concentracdo de 70
uL/mL, sob agitacdo por sonificagdo. Em seguida, adicionou-se a um tubo de ensaio 10 pL
desta suspensdo dos farmacos e microparticulas e 450 uL da suspensdo a 5% dos eritrdcitos.
Apos agitacdo por 24 horas a 120 rpm foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi submetido & leitura Optica a 540 nm. Para os controles negativo e positivo
foram utilizados, respectivamente, os eritrdcitos a 5% com tampdo e os eritrocitos a 5% com
tampdo e agua. Para cada tubo branco das amostras foi adicionado tampdo e a respectiva
amostra.

Todos os testes foram realizados em triplicata e o grau de hemolise foi calculado pela
Equacédo 5. Onde, H é a porcentagem de hemdlise e as absorbancias das amostras, branco das
amostras, controles negativo e positivo sdo representadas, respectivamente, por At, Ab, ACneg

e ACpos.

H = (At—Ab)- ACneg x 100
ACpos - ACneg (5)

4.5.2 Estudo do Potencial Antioxidante pela Determinacdo de Espécies Reativas do Acido
Tiobarbitarico (TBARS) — PEROXIDACAO LIPIDICA

As microparticulas preparadas a partir dos polimeros Eudragit® S100 e RS30D
contendo 10% e 20% de CUR (MS_C10; MS_C20; MRS_C10; MRS_C20), PIP (MS_P10;



74

MS_P20; MRS_P10; MRS_P20) e ainda, CUR e PIP (MS_CP10; MS_CP20; MRS_CP10;
MRS_CP20) foram selecionadas para serem testadas e comparadas com a atividade dos
farmacos CUR, PIP puros e em associa¢do em um modelo farmacoldgico in vitro. O proposito
foi de avaliar o efeito dessas formulagdes nas dislipidemias e nas hepatopatias por meio da
deteccdo de subprodutos reativos do &cido tio barbitdrico (TBARS) produzidos pela
peroxidacgdo lipidica.

A atividade antioxidante foi analisada por meio da porcentagem do indice
antioxidante com o emprego da metodologia modificada de Morais et al. (2006). Para tanto, a
formacdo do malonaldeido (MDA) foi obtida a partir da oxidacdo de &cidos graxos
insaturados. A concentragdo utilizada para as amostras e do controle positivo (BHT),
respectivamente foi de 70 ug/mL e 50 ug/mL. O procedimento foi realizado em quintuplicata
e sempre protegido da luz. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL de solucdo de gema
de ovo (10% p/v), 0,1 mL de amostra ou padrdo (1000 ppm) dissolvido previamente em
etanol P.A. e completado o volume para 1 mL com agua destilada. Na sequéncia, para cada
tubo de ensaio foi adicionado 0,05 mL de solucéo de dihidrocloreto de 2,2"-azo-bis-acido (2-
amidinopropano) (ABAP) 0,07 mol.L™ para induzir a peroxidacéo lipidica, 1,5 mL de solucéo
de acido acético 20% (pH 3,5), 1,5 mL de solucdo de acido tiobarbitdrico (TBA) 0,8% p/v
em solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) 1,1% p/v. Os tubos foram fechados e mantidos
pelo periodo de 60 minutos a 95°C. Apos o resfriamento dos tubos, foi adicionado a cada um
deles, 5 mL de n-butanol e que apos agitacdo, foram centrifugados a 3.000 rpm durante 10
minutos. Os sobrenadantes foram submetidos a leitura em 532 nm do espectrofotdmetro. O
tubo utilizado para a leitura do branco continha n-butanol. E, para os controles negativo e
positivo foram adicionados nos seus respectivos tubos, todos os reagentes mencionados
anteriormente seguindo o mesmo volume e ordem. Porém, sem acrescentar as amostras
constituidas de farmacos puros, associados e com microparticulas. Na sequéncia, foram
acrescentados o etanol no tubo do controle negativo e butil-hidroxitolueno (BHT) no do
controle positivo.

O indice antioxidante (I1A%) foi calculado pela Equacdo 6. Onde, C é a absorbancia

do controle completamente oxidado e A é a média aritmética da absorbancia da amostra.

IA%=(1-A)x 100
C (6)
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados resultantes da caracterizagdo e atividades de seguranca analitica e
antioxidante das microparticulas poliméricas foram avaliados pelo programa GraphPad Prism,
versdo 5.01 para Windows. Os dados foram expressos como média * desvio padrdo. A analise
de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey foi usado para comparacdes estatisticas, com

nivel de significancia de 5% (o = 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OBTENCAO DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS

As microparticulas poliméricas preparadas a partir do Eudragit® S100 e RS30D
foram obtidas com sucesso pelo método de spray drying.

Apods a secagem, os produtos da aspersao apresentaram um aspecto macroscopico
pulverulento, de coloracdo variando de acordo com o farmaco utilizado na formulacédo
conforme a Tabela 3.

Nas microparticulas que ndo continham nenhum farmaco (MS_0 e MRS_0)
verificou-se um aspecto fisico de pd branco, enquanto que, nas que continham PIP (MS_P10,
MS_P20, MRS_P10 e MRS_P20), a coloragédo observada foi levemente amarelada e, naquelas
que continham CUR (MS_C10, MS_C20, MRS _C10 e MRS_C20) resultaram em uma
coloracdo alaranjada. Tais coloracGes foram semelhantes aquelas observadas para a PIP e a
CUR pura, respectivamente. Nas formulagbes que continham CUR e PIP associadas
(MS_CP10, MS_CP20, MRS _CP10 e MRS_CP20), as microparticulas também apresentaram

cor predominantemente alaranjada.

TABELA 3 - CARACTERISTICAS FISICAS MACROSCOPICAS DAS MICROPARTICULAS
POLIMERICAS DE EUDRAGIT® S100 E RS30D FORMULADAS COM CURCUMINA
E PIPERINA OBTIDAS POR SPRAY DRYING

MICROPARTICULAS COLORACAO ASPECTO
MS_0
Polimeros Branco
MRS_0

MS_P10; MS_P20
Polimeros + PIP Levemente amarelado
MRS_P10; MRS_P20

Pulverulento
MS_C10; MS_C20
Polimeros + CUR Alaranjado
MRS_C10; MRS_C20

MS_CP10; MS_CP20
Polimeros + PIP + CUR Alaranjado
MRS_CP10; MRS_CP20

Fonte: A Autora

Nota: MS_0 e MRS_0 (microparticulas de Eudragit® $100 e RS30D sem farmacos); MS_C (microparticulas de
Eudragit® S100 e CUR); MS_P (microparticulas de Eudragit® $100 e PIP); MS_CP (microparticulas de
Eudragit® S100 com CUR e PIP); MRS_C (microparticulas de Eudragit® RS30D e CUR); MRS_P
(microparticulas de Eudragit® RS30D e PIP) e MRS_CP (microparticulas de Eudragit® RS30D com
CURe PIP); 10: concentragdo a 10% do(s) farmaco(s); 20: concentracdo a 20% do(s) farmaco(s).
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5.1.1 Rendimento e Teor de Umidade

Os resultados percentuais de rendimento e teor de umidade estdo apresentados na
forma de valor médio e desvio padrdo, das determinacGes em triplicata e podem ser
observados na Tabela 4.

TABELA 4 — PERCENTUAIS DE RENDIMENTO E TEOR DE UMIDADE DAS MICROPARTICULAS
POLIMERICAS DE EUDRAGIT® S100 E RS30D FORMULADAS COM CURCUMINA E

PIPERINA
N RENDIMENTO (%) UMIDADE (%)
FORMULACAO _ _
Média + DP*; DPR** Média + DP*; DPR**
MS_0 69,33 +0,75; 1,08 453 +0,14; 3,09
MS_C10 37,2 £0,41; 1,10 2,54 +0,16; 6,3
MS_C20 37,5+0,98; 2,61 3,31+0,37; 11,12
MS_P10 57,81+ 1,02; 1,76 4,93 +0,52; 10,55
MS_P20 53,39 + 0,26; 0,48 3,37 +0,35; 10,39
MS_CP10 56,43 + 0,22; 0,39 3,81+ 0,16; 4,20
MS_CP20 40 +0,97; 2,42 4,52 +0,23; 5,09
MRS_0 12,41 +0,18; 1,45 3,26 +0,14; 4,29
MRS_C10 17,36 £0,32; 1,84 3,47 +0,31; 8,93
MRS_C20 18,4 +0,67; 3,64 3,33 +0,25; 7,51
MRS_P10 11,83 +0,15; 1,27 4,01 +0,24; 5,99
MRS_P20 16 + 0,46; 2,87 3,69 +0,21; 5,69
MRS_CP10 20,87 +0,13; 0,62 5,39 + 0,49; 9,09
MRS_CP20 15,76 + 0,88; 5,58 4,86 +0,24; 4,94

Fonte: A Autora

Nota: MS_0e MRS_0 (microparticulas de Eudragit® S100 e RS30D sem farmacos: controles negativos); MS_C
(microparticulas de Eudragit® S100 e CUR); MS_P (microparticulas de Eudragit® S100 e PIP); MS_CP
(microparticulas de Eudragit® $100 com CUR e PIP); MRS_C (microparticulas de Eudragit® RS30D e
CUR); MRS_P (microparticulas de Eudragit® RS30D e PIP) e MRS_CP (microparticulas de Eudragit®
RS30D com CUR e PIP), 10: concentracdo a 10% do(s) farmaco(s); 20: concentracdo a 20% do(s)
farmaco(s); *DP: desvio padrdo; **DPR: desvio padréao relativo; média (n=3).

Os rendimentos das microparticulas foram calculados com base na Equagdo 1. Os
resultados obtidos variaram entre 11,83 e 69,33%, sendo que as formulacées com o Eudragit®
S100 apresentaram rendimento superior aquelas contendo o RS30D.

Os resultados encontrados para o teor de umidade dos farmacos puros CUR e PIP e
ainda, dos polimeros Eudragit® $S100 e RS30D foram, respectivamente, 2,0; 2,92; 3,61 e
3,85%. Estas informagdes permitiram, por meio de comparacdo, avaliar o método de obtencéo
de microparticulas empregado e demonstraram que o teor de umidade nas mesmas com o

polimero Eudragit® S100 apresentou valores relativamente menores em relagdo ao polimero
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de partida, variando entre 2,54 e 4,93%. O mesmo n&o foi observado para as microparticulas
formuladas com o Eudragit® RS30D, onde os valores variaram de 3,26 a 5,39%, ligeiramente
superiores aos materiais de partida.

Os valores encontrados entre as microparticulas com maiores rendimentos estao
condizentes com os de outros trabalhos que utilizaram a metodologia de spray drying. Assim
como, os resultados para o teor de umidade indicaram que o processo de secagem por
aspersdo foi efetivo na remocao da mistura agua-etanol (50:50, v/v) empregada como solvente
no processo de microencapsulacdo. A remocdo da 4agua proporciona um aumento na
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiolégica, aumentando assim a vida til do
produto final (LOCH-NECKEL et al., 2018).

Em relacdo ao estudo de Biscaia (2018), que utilizou nas mesmas condi¢fes para a
técnica de spray drying, os mesmos polimeros e o farmaco PIP, os resultados encontrados
para o teor de umidade em ambos os estudos ficaram proximos. Porém, quando comparados
os rendimentos, somente para os resultados das microparticulas com o Eudragit® S100 foi
observado semelhanca, e notadamente, para aquelas com o RS30D, ndo se obteve um bom
rendimento, o que resultou valores bem inferiores aos encontrados no referido estudo. Neste
contexto, vale lembrar que o Eudragit® RS30D é uma dispersdo sélida a 30%, onde a massa
foi corrigida para o emprego nas formulacdes e que, a temperatura de transigdo vitrea deste
polimero (Tg 55°C) é inferior a do S100 (Tg 130 + 5°C).

Sabe-se que a obtencdo de rendimentos altos na metodologia de spray drying é
dificultada pela aderéncia de quantidade significativa do material nas paredes da camara de
secagem e do ciclone durante o processo (SOSNIK; SEREMETA, 2015).

Sendo assim, entende-se que menores concentracdes de sélidos necessitam que
grande quantidade de solvente seja eliminada e, portanto, requerem uma maior quantidade de
calor para a secagem (MASTERS, 1985). Durante o processo de secagem, a temperatura do ar
de entrada é determinante na qualidade do produto obtido, ou seja, 0 aumento na temperatura
do material de entrada facilita o processo, pois normalmente reduz a tensdo superficial e a
viscosidade, facilitando a formacao de goticulas (LOCH-NECKEL et al., 2018; OLIVEIRA,
PETROVICK, 2010).

A pegajosidade esta relacionada a baixa temperatura de transicdo vitrea em alguns
tipos de produtos e que quando expostos as baixas temperaturas de secagem, estdo sujeitos a
sofrerem transformacdo fisica passando de um estado vitreo para um gomoso. E assim,
resultando em pds que apresentam uma maior interacdo com a dgua e ainda, maiores coesao e

adesdo. Alguns trabalhos fazem uso de agentes de transportes que atuam como
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adjuvantes/aditivos de secagem buscando melhorar o rendimento pela técnica de spray drying
e a menor retencdo do material na parede da camara de secagem, por diminuir a
higroscopicidade do produto. Os agentes mais comumente empregados sdo amido,
ciclodextrinas, didxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico, gelatina, goma arébica, lactose,
maltodextrinas, entre outros (LOCH-NECKEL et al., 2018; VARNER, 2014).

Dentre os aditivos citados, o mais comumente utilizado na indudstria farmacéutica
para a obtencdo de microparticulas e disponivel em vérias apresentacdes, é o didxido de
silicio coloidal amorfo, cujo nome comercial de referéncia é Aerosil® (EVONIK Industries
AG, Darmstadt, Alemanha). Estudos que utilizaram este aditivo na utilizacdo do método de
secagem por evaporacao do solvente, como o de Domingues e Guterrez (2008), o rendimento
das microparticulas nanorrevestidas de indometacina em PCL e Eudragit® RS100 obtidas foi
de 70 a 77% e teor de umidade com valores inferiores a 1%. Ja o de Loch-Neckel et al.
(2018), os rendimentos encontrados foram de 87,8 a 94% e resultados de teor de umidade
entre 1 e 1,8%, para extratos secos de carotenoides obtidos a partir da biomassa da microalga
Haematococcus pluvialis.

Os baixos rendimentos encontrados com as microparticulas formuladas com o
polimero RS30D estdo de acordo com as evidéncias encontradas por Mohylyuk et al.(2020),
num estudo acerca do rendimento de microparticulas obtidas por meio dos polimeros
Eudragit® NM30D e RS/RL30D. As formulacdes estudadas compararam os rendimentos com
e sem o uso de aditivos de secagem (Aerosil®, estearato de magnésio, talco e citrato de
trietila) para a obtencdo de microparticulas de succinato de metoprolol pelo método de
secagem por evaporacgdo do solvente. Os valores de rendimento encontrados com o uso de
aditivos foram maiores que 99% e 0s sem 0 uso dos mesmos ndo ultrapassaram 50% de
rendimento. Os autores ainda demonstraram imagens macro e microscépica dos aglomerados
de particulas aderidas no cilindro do spray drying e aferiram o tamanho que foi superior a 355
um. A adesdo no cilindro do equipamento é fato rotineiro na obtencdo de microparticulas
nesta metodologia e que, no presente estudo ocorreu principalmente com o emprego do
polimero RS30D (Figura 13).
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FIGURA 13 — IMAGEM MACROSCOPICA DOS AGLOMERADOS DE MICROPARTICULAS DE
EUDRAGIT® RS30D COM CURCUMINA E PIPERINA ADERIDAS NO CICLONE DO
SPRAY DRYER

Fonte: A Autora
Nota: A.: MRS_C20 e B.: MRS_P20.

5.1.2 Revalidacdo do Método Analitico para Quantificacdo de CUR e PIP

No presente estudo foram avaliados os critérios de seletividade/especificidade,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, além da precisdo e da exatiddo conforme os
critérios propostos pelo ICH (2005) e BRASIL (2017) para a revalidagdo de um método
analitico.

O cromatograma do padréo analitico de CUR e PIP na concentracéo de 35 pg.mL™*
(Figura 14) mostra a especificidade do método para a CUR e PIP simultaneamente, frente a
possiveis impurezas. Ja a especificidade referente as microparticulas foi demonstrada por
meio da comparacdo dos cromatogramas das mesmas sem o farmaco (MS 0 e MRS 0) e
contendo a CUR e PIP (MS_CP10 e MRS_CP10), ilustrados nas Figuras 15 e 16,

respectivamente.

FIGURA 14 - CROMATOGRAMAS DOS PADROES ANALITICOS DE CURCUMINA E PIPERINA NAS
CONCENTRACOES DE 35,0 pg.mL™ OBTIDOS POR CLAE
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Fonte: A Autora
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A andlise dos cromatogramas evidenciou que houve especificidade do método
revalidado, sem interferéncias no tempo de retencdo dos farmacos, conforme os critérios
exigidos pela ICH (2005) e BRASIL (2017).

FIGURA 15 — CROMATOGRAMA PARA AS MICROPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
EUDRAGIT® S100 (MS_0) OBTIDO POR CLAE
250 3
200

150 -

100 —

Intensidade (mv)

50

Tempo (min)

Fonte: A Autora

FIGURA 16 - CROMATOGRAMA PARA AS MICROPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
EUDRAGIT® RS30D (MRS_0) OBTIDO POR CLAE
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Fonte: A Autora

Para a determinacdo da linearidade do método revalidado foram avaliados cinco
niveis de concentracdo, sendo eles 25,0; 30,0; 35,0; 40,0; 45,0 pg.mL™. Portanto, a relacéo
linear entre a area do pico e as concentracfes de CUR e PIP podem ser observadas em uma
faixa de concentragéo de 25,0 a 45,0 pug.mL™.

As equac0es lineares obtidas pelo método dos minimos quadrados, bem como, 0s

resultados para o coeficiente de correlagcdo foram y = 26.181x - 64.306 (n = 3, r = 0,9929)
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para a CUR e y = 37.112x - 106.960 para a PIP (n = 3, r = 0,9976) e ainda, podem ser
observadas na Figura 17 e 18 que ilustram as curvas analiticas médias obtidas para
quantificacdo da CUR e PIP. O metodo revalidado indicou uma regresséo linear significativa

para ambos os farmacos.

FIGURA 17 - REPRESENTACAO GRAFICA DA CURVA ANALITICA MEDIA PARA A

DETERMINACAO DA CURCUMINA OBTIDA POR CLAE (A = 262 nm)
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Fonte: A Autora

O DPR da inclinacdo das curvas analiticas, tanto da CUR quanto da PIP, foi de 3,14
e 1,27%, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com o limite proposto pelo ICH
(2005) e pela BRASIL (2017) de até 5%. O valor de b, pelo teste ANOVA esta dentro do

intervalo de confianca de 95% da curva analitica.

FIGURA 18 — REPRESENTACAO GRAFICA DA CURVA ANALITICA MEDIA PARA A

DETERMINACAO DA PIPERINA OBTIDA POR CLAE (A = 262 nm)
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Fonte: A Autora
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Segundo o Analytical Methods Committee (AMC), o teste de falta de ajuste (lack of
fit) deve ser aplicado para avaliar a variacdo dos valores residuais quanto a linearidade de um
método analitico, uma vez que um valor de coeficiente de correlacdo proximo a 1 ndo é
necessariamente o resultado de relacdo linear (GOMES et al., 2015; HADAD; EMARA,
MAHMOUD, 2009). As Tabelas 5 e 6 demonstram o teste ANOVA para a linearidade, onde a
falta de ajuste é considerada quando o valor de F é menor que o valor de F tabelado, em um
intervalo de 95% de confianca (o = 0,05). Portanto, a regressao linear ndo apresentou falta de

ajuste para as curvas analiticas estudadas (KLEIN; LONGHINI; DE MELLO, 2012).

TABELA 5 — RESULTADOS OBTIDOS POR ANOVA PARA LINEARIDADE DO METODO ANALITICO
REVALIDADO PARA A DETERMINACAO DA CURCUMINA

CUR SS DF MS F Ftab
Modelo 2,432487E+09 1 2,432487E+09 6,262 4,667
Residuo 7,419371E+09 13 570720826 Linear

Falta de ajuste 616251879 3 205417293 0,301946 3,708
Erro puro 6,803119E+09 10 680311886 Sem falta de ajuste

Fonte: A Autora
Legenda: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F do teste; Ftab:
valor do F tabelado.

TABELA 6 — RESULTADOS OBTIDOS POR ANOVA PARA LINEARIDADE DO METODO ANALITICO
REVALIDADO PARA A DETERMINACAO DA PIPERINA

PIP SS DF MS F Ftab
Modelo 6,729084E+09 1 6,729084E+09 17,863 4,667
Residuo 4,897170E+09 13 376705370 Linear

Falta de ajuste 1,872222E+09 3 624073979 2,063090 2,307
Erro puro 3,024948E+09 10 302494787 Sem falta de ajuste

Fonte: A Autora
Legenda: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F do teste; Ftab:
valor do F tabelado.

Os dados provenientes do estudo da linearidade possibilitaram calcular os limites de
deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ), por meio das equagbes 2 e 3, mencionadas
anteriormente. Pode-se dizer que o método teve valores bem reduzidos para estes parametros,
onde a menor concentracdo para detectacdo e quantificacdo foi 0,203 e 0,614 pg.mL?,
respectivamente, para a CUR e nas mesmas condigdes, 0,042 e 0,127 pg.mL'1 para a PIP. A

Tabela 7 resume os parametros da curva.
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TABELA 7 — RESUMO DOS PARAMETROS DA CURVA ANALITICA DA CURCUMINA E PIPERINA
PELO METODO REVALIDADO DE RUDNIK (2019)

Linearidade

CUR PIP
Faixa linear (ug.mL™) 25,0-45,0 25,0 -45,0
Limite de Detecgéo (ug.mL™) 0,203 0,042
Limite de Quantificacdo (ug.mL™) 0,614 0,127
Dados de regressdo
N 3 3
Inclinacéo (a) 26181 37112
Desvio Padrdo da Inclinacéo 1608 124574
Desvio Padrdo Relativo da Inclinacédo (%) 3,14 1,27
Intercepto (b) -64.306 -106.960
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9929 0,9976

Fonte: A Autora
Legenda: *y = ax + b, onde x é a concentragdo do composto e y é a rea sob a curva.

Conforme o ICH (2005), a precisdo de um método analitico descreve a proximidade
das medidas individuais de uma substancia quando o procedimento é aplicado repetidamente
para multiplas aliquotas. Para tanto, estuda-se a repetibilidade de modo a expressar a precisdo
sob as mesmas condicdes de operacdo durante um curto intervalo de tempo.

Os resultados da repetibilidade e precisdo para 0 método desenvolvido no estudo de
Rudnik (2019) estdo demonstrados na Tabela 8.

Foi avaliada a precisdo intermediaria do método revalidado, expressa como varia¢do
intradia, interdia e com diferentes analistas. O teste t-student avalia a existéncia de qualquer
diferenca entre os diferentes niveis de um fator. Até 5% néo ha diferenca significativa na area
do pico e no tempo de retencdo da CUR e PIP (BRASIL, 2017). O DPR para repetibilidade
nas concentracdes 15,0; 25,0 e 40,0 pg.mL™ foram de 1,26; 1,76 e 1,29% para a CUR e ainda,
de 2,08; 1,63 e 0,67% para a PIP, respectivamente. Quanto a precisdo intermediaria, 0s
valores de DPR para intradia, interdia e segundo analista, respectivamente foram de 2,56; 2,54
e 3,97% paraa CUR e de 2,70; 1,94 e 3,74% para a PIP.

A exatiddo foi verificada pelo método de adig¢do do padrédo, a qual apresentou valores
de desvio padrao relativo de 2,43% para a CUR e 1,90% para a PIR. Como foi menor que 5%,

0 método pode ser considerado exato para ambos os farmacos.
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TABELA 8 — DADOS DA REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA PARA O METODO

REVALIDADO DE OBTENCAO DE CURCUMINA E PIPERINA POR CLAE

Concentracdo Concentracdo Experimental DPR**
Teérica (ug.mL™) (ug.mL*, Média + DP¥) (%)
Repetibilidade (n = 6)
CUR 15,0 15,04 + 0,19 1,26
25,0 24,93 + 0,44 1,76
40,0 39,65 + 0,51 1,29
PIP 15,0 14,89 £ 0,31 2,08
25,0 26,40 + 0,43 1,63
40,0 40,18 £ 0,27 0,67
Precisdo intermediaria
Intradia (n = 3)
CUR 50,0 49,23 £1,26 2,56
PIP 50,0 52,13 +1,41 2,70
Interdia (n = 3)
CUR 50,0 51,17 + 1,30 2,54
PIP 50,0 50,47 + 0,98 1,94
Diferentes analistas (n = 3)
CUR 50,0 45,86 + 1,82 3,97
PIP 50,0 53,47 + 2,00 3,74
Média + DP* (n = 9)
CUR 50,0 48,75 + 1,46 2,99
PIP 50,0 52,02 + 1,46 2,81

Fonte: A Autora

Legenda: *DP: desvio padrdo; ** DPR: desvio padréo relativo.

Desta forma, todos os parametros necessarios para a revalidacdo do método analitico

foram cumpridos, podendo 0 mesmo ser empregado para a determinacdo da EE dos farmacos

nas microparticulas poliméricas.

5.1.3 Quantificacdo de CUR e/ou PIP incorporadas as Microparticulas

O teor de farmaco encontrado nas microparticulas poliméricas contendo CUR e/ou

PIP foi calculado por meio das equacdes da reta obtidas pelo método revalidado de Rudnik

(2019) e podem ser observados na Tabela 9.
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TABELA 9 — TEOR DE CURCUMINA E PIPERINA INCORPORADAS NAS I\N/IICROPARTI’CUL'AS DE
EUDRAGIT® S100 E RS30D E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE) PELO METODO
DE SPRAY DRYING

Concentragéo Concentragéo encapsulada D %
Microparticulas  tedrica (mg.g™) (mg.g™Y) EE, *DP, **DPR
CUR _ PIP CUR PIP CUR PIP
105,87 + 105,88 % 0,27,
MS_C10 10000 - 013 - 55 ]
162,84 + 81,42 + 0,95;
MS_C20 20000 - g - T e ]
< MS_PI10 - 100,00 - 101,83 +1,78 - 101’803 - 0,90;
c y
v MS_P20 - 200,00 - 202,24+ 0,13 - 1011102 > 0,25;
MS_CP10 5000 5000 4818045 5487042 O 007045 10975~ 105
MS_CP20 10000 10000 9165345 10405+345 -0 =OI 10405 % LTS
MRS C10 100,00 - 99,93 0,18 ; 9993 Ji80118? )
169,30 + 84,65 + 0,31;
MRS C20 200,00 - L3 - 03 ]
o MRS_P10 - 100,00 - 100,37 + 0,97 - 100,37 = 0,67;
& - 0,66
& MRSP20 - 20000 i 205,00 + 1,88 ] 102,50 £ 167,
MRS_CP10 5000 5000 4674064 4888056 o >U2%  SNTOZDSE
MRS CP20 100,00 100,00 92,68+107 93,37 +1,32 92’63 §20'49; 93’31 JIrll,O4;

Fonte: A Autora
Legenda: MS_C (microparticulas de Eudragit® S100 e CUR); MS_P (microparticulas de Eudragit® S100 e PIP);
MS_CP (microparticulas de Eudragit® S100 com CUR e PIP); MRS_C (microparticulas de Eudragit®
RS30D e CUR); MRS_P (microparticulas de Eudragit® RS30D e PIP) e MRS_CP (microparticulas de
Eudragit® RS30D com CUR e PIP); 10: concentragdo do(s) farmaco(s) a 10%; 20: concentragdo do(s)
farmaco(s) a 20%*DP: desvio padrdo; **DPR: desvio padrdo relativo; média (n=3).

A partir do teor de farmacos encapsulados foi possivel calcular a EE para as

microparticulas preparadas em etanol:agua (50:50, v/v). Os resultados encontrados para o
polimero S100 foram de 81,42 a 105,88% e para 0 RS30D foram de 84,65 a 102,50% sendo
adequados para esta metodologia. Foi observado que em geral, as concentragdes a 10% de
farmacos nas microparticulas de ambos os polimeros obtiveram praticamente os melhores
resultados de EE.

Assim, pode-se concluir que o método revalidado foi adequado para a quantificacéo
de CUR e/ou PIP, as variagdes demonstradas podem ser justificadas pela metodologia
utilizada para a obtengdo das microparticulas, e que este estudo apresentou maiores resultados
de EE do que em outros reportados na literatura.

No estudo de Silva (2014), foram produzidas microparticulas de CUR e PCL

revestidas com gelatina obtidas pela técnica de evaporacgéo do solvente, as quais revelaram EE
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de 81%. Em outro estudo realizado com nanoparticulas de PLGA e CUR sintetizadas por
nanoprecitacdo em trés diferentes sistemas, foram observados valores de EE 70 a 80%. Ja
para a PIP em nanonoparticulas, Baspinar et al.(2018) obtiveram resultados de EE entre 72 a
87%. Pesquisasque associaram CUR e PIP visando aumentar a biodisponibilidade da CUR
empregando métodos de liberagdo modificada de farmacos, também demonstraram resultados
significativos de EE. Dentre os quais se podem citar, o de Schaikh et al.(2009), que obteve
nanoparticulas de PLGA e CUR a 5, 10 e 15% por meio da técnica de emulsdo, difusdo e
evaporacdo do solvente e resultou respectivamente em 84,6, 79,7 e 76,9% de EE. As
nanoparticulas foram administradas em animais associadas com uma suspensdo de PIP e CUR
puras. Outro estudo foi o de Moorthi et al.(2013), que obtiveram nanoparticulas dos farmacos
associados com Eudragit® E100 e ainda desenvolveram o método analitico de quantificagdo
em CLAE, a EE resultou em 91,87 a 94,0% para a PIP e 94,79 a 95,55% para a CUR.

Em relacdo ao trabalho de Biscaia (2018), que obteve microparticulas de Eudragit®
RS30D e S100 com PIP para avaliar os efeitos no tratamento da obesidade, os resultados da
EE foram de 66,36 a 90,15% apresentando melhores resultados com a concentracdo de 10%
do farmaco em sua composicdo. Isto ocorreu principalmente com as microparticulas do
polimero RS30D, determinando que estas formulacdes fossem utilizadas para a avaliacdo
bioldgica do estudo.

Pode-se dizer que o método de obtengdo de microparticulas desenvolvido, apresenta-

se adequado para os sistemas modificados de liberacdo de farmacos propostos.

5.2 CARACTERIZAQAO DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS
5.2.1 Analisador de Tamanho de Particulas

As particulas obtidas apresentaram tamanhos variando entre 1,86 e 7,55 um e
apresentaram concordancia no que tange a definicdo de uma microparticula. Para as
formulagBes preparadas com o Eudragit® S100, os resultados encontrados foram de 1,86 a
2,72 um, sendo mais uniformes e menores em relacdo as microparticulas de RS30D, as quais
apresentaram tamanhos que variaram de 2,52 a 7,55 um.

Os diametros obtidos foram menores que 0s encontrados em outros estudos por spray
drying, tanto para microparticulas de Eudragit® $100 (KURMEN; ALVAREZ; RIVERO,
2015; CRUZ et al., 2010; ESPOSITO et al., 2002), quanto para 0 RS30D (MOHYLYUK et
al, 2020; PAOLINO et al., 2016). A obtencdo de particulas com tamanho reduzido pode
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melhorar a solubilidade favorecendo a taxa de dissolu¢do do farmaco pelo aumento da
superficie de contato (KAWABATA et al., 2011).

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

As caracteristicas morfologicas e de superficie dos farmacos, polimeros e
microparticulas puras e associadas em estudo podem ser observadas nas imagens obtidas por
FEG-SEM.

A Figura 19 demonstrou as caracteristicas dos farmacos CUR e PIP, bem como, dos
polimeros utilizados para a obtencdo das microparticulas. Os farmacos se apresentam nas
formas de cristais confirmando o carater cristalino mencionado na literatura. E, dependendo
do solvente utilizado para sua extracdo podem existir variagdes de regularidade e porosidade
superficial na estrutura.

Para a CUR, a microscopia revelou estruturas retangulares de tamanhos variados,
com bordas irregulares, na presenca de aglomerados de particulas de tamanhos menores. Tais
caracteristicas foram condizentes com as imagens observadas nos estudos de Freitas (2018),
Sharma e Pathak (2016), Silva et al.(2015) e Arya e Pathak (2014). A PIP diferiu da CUR em
apresentar estruturas com bordas mais arredondadas em sua superficie cristalina e também,
em maior variagdo de tamanho. Imagem igualmente encontrada nos estudos de Biscaia (2018)
e Padalkar e Gaikar (2008).
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FIGURA 19 — ELETROMICROGRAFIAS FEG-SEM DOS FARMACOS PUROS: CURCUMINA (CUR) E
PIPERINA (PIP), DOS POLIMEROS EUDRAGIT® S100 (S100) E EUDRAGIT® RS30D
(RS30D) AUMENTO DE 5kx

SEM HV: 15.0 kV WO: 15.02 mm | 12 i 8 Y SEM HV; 150V 3 | Lt MIRAY TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx 3
View fleld: 41.6 ym  Date(m/dly): 0572419 View fleid: 41.6 ym  Date{mvdly): 052419 Performance In nanospace

SEM HV: 15.0 KV WD: 14.83 mm (1] | SEM HV: 150KV WO: 14.69 mm
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Oot: SE
View field: 41.6 pm  Date{m/ay): 05724119 View fleld: 41.5 ym  Datefmvdry): 0711510

Fonte: A Autora

O polimero Eudragit® S100 apresentou formato esférico com pouca variacéo de
tamanho, sendo esta caracteristica comum entre polimeros que estdo na forma de p6. Para as
fotomicrografias do RS30D foi necesséria a sua prévia liofilizacdo ou secagem em estufa a
37°C, pois a sua apresentacdo € na forma de dispersdo aquosa a 30%. A morfologia
apresentada foi caracteristica de cristais amorfos em diferentes tamanhos. Trabalhos como o0s
de Sa-Barreto et al. (2017) relatam também certa aspereza em sua superficie, similar aos
pellets de mesma constituicdo produzidos por aquecimento. Wu e Macginity (2001) relatam
ainda em seus estudos sobre 0 RS30D, um comportamento fragil e ductil da estrutura.

A imagem das microparticulas obtidas com o polimero Eudragit® S$100
(Figura 20) preparadas em etanol:agua (50:50, v/v), demonstrou caracteristica geométrica

esférica ou semi esférica, de superficie lisa, com algumas irregularidades. Nao apresentou
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sobre a sua superficie estruturas menores que sinalizariam o acimulo de farmaco nesta regido,
remetendo a eficaz encapsulacdo do farmaco na microparticula. O tamanho médio encontrado
nas fotomicrografias confere com os encontrados no analisador de tamanho de particulas.

Estes resultados sdo semelhantes a outros relatados na literatura utilizando a mesma
metodologia e mesmo polimero para a obtencdo das microparticulas (CRUZ et al., 2010;
FARAGO, 2007; ESPOSITO et al., 2002).

FIGURA 20 - ELETROMICROGRAFIAS FEG-SEM DAS MICROPARTICULAS PREPARADAS A
PARTIR DO POLIMERO EUDRAGIT® S100 COM OU SEM A ADICAO DE
CURCUMINA E/OU PIPERINA: MS_0, MS_C10, MS_C20, MS_P10, MS_P20, MS_CP10 E
MS_CP20, AUMENTO DE 10 kx

MS €10 MS €20 MS P10

MS. CP10 MS CP20

Fonte: A Autora

Para as microparticulas produzidas com o polimero Eudragit® RS30D (Figura 21), a

morfologia apresentou estruturas colabadas entre si, com formato arredondado e com
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inimeras concavidades e rugosidades em sua superficie. Essas irregularidades sdo decorrentes
da acdo da capilaridade ao seu redor no momento da extracdo do liquido para o exterior
criando uma pressdo interna negativa e o aspecto semelhante ao de um eritrdcito
(KULKARNI; NAIK, 2013; WALTON, 2000). Também ndo foi constatada a presenca de
farmaco livre na superficie das microparticulas, sugerindo a total microencapsulacdo dos
farmacos. Resultado semelhante foi obtido nos trabalhos de Rattes e Oliveira (2007), e
Biscaia (2018), na obtencdo de microparticulas por spray drying usando o polimero RS30D.
Ndo foram verificadas diferencas na morfologia e superficie das microparticulas
quanto a auséncia ou adi¢do de diferentes concentracdes dos farmacos nas formulagdes.

FIGURA 21 — ELETROMICROGRAFIAS FEG-SEM DAS MICROPARTICULAS PREPARADAS A
PARTIR DO POLIMERO EUDRAGIT® RS30D COM OU SEM A ADICAO DE
CURCUMINA E/OU PIPERINA: MRS_0, MRS_C10, MRS_C20, MRS_P10, MRS_P20,
MRS_CP10 E MRS_CP20, AUMENTO DE 10 kx

T
-
— it e TS

MRS C10 MRS C20 MRS P10

MRS P20 MRS _CP20

Fonte: A Autora
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5.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF)

Neste estudo a espectroscopia de infravermelho foi empregada para analise dos
espectros dos farmacos (CUR e PIP) e polimeros (Eudragit® S100 e RS30D) puros, bem
como misturas fisicas (MF EUD S100 e MF EUD RS30D) e formulagdes com adi¢cdo ou ndo
de farmaco(s), com o objetivo de averiguar a interagdo quimica entre farmacos e carreadores.
Os sistemas de microparticulas foram organizados conforme o polimero empregado, ou seja,
MS_0, MS_C10, MS_C20, MS_CP10 e MS_CP20 para o EUD S100 e ainda, MRS _0,
MRS_C10, MRS_C20, MRS_P10, MRS_P20, MRS_CP10 e MRS _CP20 para o EUD
RS30D.

O espectro de IVTF da CUR pode ser observado na Figura 22 e demonstrou bandas
em 3507 cm™ referente ao grupo OH, em 1624 cm™ a banda refere-se ao estiramento
de C = O de cetona conjugada, enquanto bandas em 1520 e 1424 cm™ correspondem ao
estiramento de C = C de anel aromatico e alifatico, respectivamente. A banda em 1276 cm™
foi atribuida & vibracdo de C — O, e em 1024 cm™, ao estiramento de C — O — C de éter. As
bandas em 961, 819 e 716 cm™ indicam vibracdes de flexdo da ligacdo CH de grupos alcenos
(RCH = CH,), em conformidade com os estudos de Aradjo (2019), Sharma e Pathak (2016),
Paiva (2015), Pan et al. (2006) e Kolev et al. (2005).

FIGURA 22 - ESPECTRO IVTF DA CURCUMINA PURA
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O espectro do farmaco PIP (Figura 23), apresentou bandas de absor¢do na regido de
3009 cm™, referente ao estiramento aromatico do grupo CH. As bandas em 2940 cm™
correspondem a vibracdo de estiramento alifatica assimétrico do grupo CH,. A banda em
1640 cm™ refere-se & vibracdo de estiramento CO — N, enquanto em 1581 cm™ corresponde ao
estiramento da ligacdo C = C do anel aroméatico. A banda em 1494 cm™ caracteriza a
deformacéo angular do grupamento CH,. A vibracdo de estiramento assimétrico da ligacao
= C — O — C esta representado em 1254 e 1194 cm™, e em 1033 cm™ a vibragdo de
estiramento simétrico deste grupo. A banda em 936 cm™ corresponde ao alongamento
vibracional da ligacdo C - O (mais caracteristica). A banda em 936 cm™ corresponde a
vibracdo de estiramento do grupamento C — O, enquanto as detectadas em 850, 830 e
810 cm™ referem-se a vibracdo angular das ligacdes CH (SAHU; CHOURASIYA;
GAJBHIYE, 2012; PENGPONG et al. 2014).

FIGURA 23 - ESPECTRO IVTF DA PIPERINA PURA
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Os espectros IVTF realizados para os polimeros estdo ilustrados nas Figuras 24 e 25
e sdo semelhantes entre si, visto que os polimeros apresentam a mesma estrutura base em sua
composicdo. Nos espectros obtidos, foi apresentada uma banda larga préxima a 3500 cm™
atribuida & presenca de grupos OH e agua. As bandas detectadas entre 2900 e 3000 cm™
representam estiramentos simétricos de C — H em grupos metila, confirmados pelas bandas
em 1389, 1450 e 1484 cm™. Em 2950 e 2850 cm™, sdo demonstrados os estiramentos

assimétricos e simétricos de C — H de grupos metilenos (— CH; -), respectivamente, enquanto
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em 1732 cm™ observam-se bandas caracteristicas de vibracdo C = O de 4cido carboxilico
esterificado (ésteres alifaticos). Estes resultados sdo condizentes com os encontrados na
literatura (BISCAIA, 2018; BUNHAK et al.,2015; KHUATHAN; PONGJANYAKUL, 2014;
FARAGO, 2007; COLOME, 2006; GHAFFARI et al.,2007).

FIGURA 24 — ESPECTRO IVTF DO POLIMERO EUDRAGIT® $100
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FIGURA 25 — ESPECTRO IVTF DO POLIMERO EUDRAGIT® RS30D
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As figuras 26 e 27 apresentam 0s comparativos entre os espectros IVTF dos
farmacos, polimeros, misturas fisicas e microparticulas preparadas com e sem a adicdo de
CUR e/ou PIP a partir dos polimeros Eudragit® S100 e RS30D, respectivamente.

Tanto as MF quanto as microparticulas apresentaram as mesmas bandas de absorcao
encontradas nos farmacos e polimeros presentes na formulagéo.

Os resultados dos espectros comparativos dos farmacos puros e dos polimeros
apresentaram as suas bandas caracteristicas, assim como também das microparticulas
demonstrando que o processo de obtencdo destas Ultimas ou da propria analise no
equipamento de IVTF foi satisfatério e ndo apresentou interferéncia de outras particulas nas

formulagdes.

FIGURA 26 — ESPECTRO IVTF DO EUDRAGIT® $100 (EUD S100), DOS FARMACOS CUR E/OU PIP,
DA MISTURA FIiSICA (MF — EUD S100:CUR:PIP; 1:1:1) E DAS MICROPARTICULAS
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FIGURA 27 — ESPECTRO IVTF DO EUDRAGIT® RS30D (EUD RS30D), DOS FARMACOS CUR E/OU

PIP, DA MISTURA FISICA (MF - EUD RS30D:CURPIP; 1:1:1) E DAS
MICROPARTICULAS MRS_0, MRS_P10, MRS_P20, MRS_C10, MRS._C20, MRS_CP10 E
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Fonte: A Autora
5.2.4 Difracdo de Raios X (DRX)

A difracéo de raios X avaliou a caracteristicado fa&rmaco quanto a sua cristalinidade
ou amorfismo, influenciando diretamente na velocidade de dissolu¢cdo do farmaco e
consequentemente seu potencial de solubilidade. Nos difratogramas obtidos nesta anélise, a
forma cristalina demonstrou picos bem definidos em relacdo a forma amorfa, a qual é
apresentada na forma de halo e condizente com a estrutura de microcapsulas. Sélidos amorfos
sdo mais sollveis devido a disposicdo aleatéria de suas moléculas, requerendo menor
quantidade de energia para separa-las (PATEL et al., 2015; KAWABATA et al., 2011;
RIEKES et. al., 2011).

Os difratogramas para os farmacos puros CUR e PIP, e os polimeros S100 e RS30D
utilizados na obtencdo das microparticulas estdo apresentados na Figura 28. As andlises de
difracdo de raios X para a CUR demonstraram picos bem caracteristicos em aproximadamente
20 = 8,75°, 14,11°, 17,10°, 23,05°, 25,19°, 27,55° e 28,60° além de outros de menores
intensidades, evidenciando a sua natureza cristalina. Esses resultados sdo compativeis com 0s
estudos de Sharma e Pathak (2016) e Silva et al. (2015).
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O difratograma da PIP apresentou picos bem definidos na regido de 20 = 14,55°,
15,58°, 19,70°, 22,19°, 25,70°, 28,34° e 31,77°, e outros com pequena intensidade, também
demonstrando sua cristalinidade, conforme dados da literatura (VINOD et al., 2011; OZAWA
etal., 2017).

Os polimeros ndo apresentaram picos de cristalinidade bem definidos, confirmando
sua natureza de carater amorfo (MITHU et al., 2017; HIGASHI et al., 2015; FARAGO,
2007).

FIGURA 28 — DIFRATOGRAMAS DA CURCUMINA, PIPERINA E POLIMEROS S100 E RS30D
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Fonte: A Autora

As Figuras 29 e 30 apresentam os difratogramas comparativos entre os farmacos
puros (CUR e PIP), a mistura fisica (MF), as microparticulas preparadas em diferentes
concentracGes de CUR e PIP a 10% e 20% e os polimeros de partida (S100 e RS30D),

respectivamente.
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FIGURA 29 — DIFRATOGRAMA DO POLIMERO EUDRAGIT® 5100, DOS FARMACOS CURCUMINA E
PIPERINA, DA MISTURA FISICA (EUD S100:CUR:PIP, 1:1:1 m/m) E DAS
MICROPARTICULAS POLIMERICAS PREPARADAS COM O S100
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Fonte: A Autora
FIGURA 30 — DIFRATOGRAMA DO POLIMERO EUDRAGIT® RS30D, DOS FARMACOS CURCUMINA

E PIPERINA, DA MISTURA FISICA (EUD RS30D:CUR:PIP, 1:1:1 m/m) E DAS
MICROPARTICULAS POLIMERICAS PREPARADAS COM O RS30D
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Para todas as formulagfes preparadas, os perfis encontrados séo similares entre si e
apresentaram grande reducdo da cristalinidade dos seus componentes em decorréncia do
processo de microencapsulacdo. Estes resultados sugerem dispersdo molecular entre os
farmacos e os polimeros resultando em microparticulas de carater amorfo, para as quais séo

esperadas melhores caracteristicas de solubilidade em relagdo aos fA&rmacos puros.

5.2.5 Analise Térmica
5.2.5.1 Anélise termogravimétrica (ATG)

A ATG foi um importante estudo para avaliar a estabilidade de um componente da
formulacdo por meio da variacdo da massa de uma amostra resultante da transformagéo fisica
ou quimica dos farmacos em funcdo do tempo ou temperatura, polimeros e suas respectivas
microparticulas, conforme mencionado por Oliveira (2011).

Os resultados encontrados foram praticamente os mesmos demonstrados na literatura
para os farmacos puros e polimeros. Igualmente aconteceu no estudo de Biscaia (2018), em
que as variacBes termogravimétricas ocorreram entre 300 e 400°C para o RS30D, sem
nenhum evento térmico anterior aos 300°C. Para Ghaffari et al. (2007) o primeiro evento teve
taxa maxima em 354°C e ainda, para Bunhak et al. (2015), a principal etapa de degradacéo
térmica ocorreu entre 327 e 440°C.

A curva do polimero Eudragit® S100 apresentou um evento de perda de massa entre
300 e 350 °C e que para 0s mesmos autores poderia chegar até 400°C.

Ja a curva termogravimétrica da CUR (Figura 31) foi possivel observar dois eventos
de perda de massa, em 200 e 400°C, respectivamente. No estudo de Paiva (2015), foram
observados trés estagios para a CUR, em 67; 252 e 402°C, respectivamente.

A curva termogravimétrica da PIP (Figura 32) apresentou um processo de
decomposicédo térmica em torno de 250°C, valor condizente com a faixa encontrada entre os
outros autores. Com valores entre 250°C (DAHIYA et al., 2018) e 330°C (ALSHEHRI,
HAQ; SHAKEEL, 2018).

Em conformidade com o estudo de Biscaia (2018), as misturas fisicas para o estudo
de ambos os polimeros apresentaram trés eventos. A perda de agua foi muito discreta, a fusdo
do farmaco ocorreu entre 250 e 320°C e a fusdo do polimero entre 350 e 460°C (Figuras 33 e
34).
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FIGURA 31 — CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS DA CURCUMINA PURA, PIPERINA PURA, DO

POLIMERO EUDRAGIT® $100 E DA MISTURA FISICA EUD S100:CUR:PIP (MF)
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FIGURA 32 — CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS DA CURCUMINA PURA, PIPERINA PURA, DO

POLIMERO EUDRAGIT® RS30D E DA MISTURA FISICA EUD RS30D: CUR:PIP (MF)
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A producdo das microparticulas pelo processo de spray drying ndo interferiu na
estabilidade térmica do(s) farmaco(s), visto que as microparticulas apresentaram a variacao de
massa (Am) referente a perda de agua, um decaimento entre 230 a 300°C, que condiz com a
fusdo do farmaco e outro decaimento, entre 350 e 460°C referente a fusdo do polimero que
pode ser observado nas Figuras 33 e 34.

As microparticulas sem farmaco (MS_0 e MRS_0) ndo foram demonstradas porque
apresentaram além da perda de &gua, apenas a perda de massa entre 350 e 460°C, condizente
com o valor encontrado para a fusdo dos polimeros.

Os termogramas mostram uma primeira, segunda e terceira variacdo de massas
referentes a perda de agua até 100°C, ao decaimento do farmaco e ao decaimento do
polimero, respectivamente. Assim, sugerindo a estabilidade dos produtos da formulacédo apds

processo de obtencao de microparticulas poliméricas contendo CUR e/ou PIP.



102

FIGURA 33 — CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS DAS MICROPARTICULAS PREPARADAS A
PARTIR DO POLIMERO EUDRAGIT® S100: A) MS_C10 E MS_C20; B) MS_P10 E
MS_P20; C) MS_CP10 E MS_CP20
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FIGURA 34 - CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS DAS MICROPARTICULAS PREPARADAS A
PARTIR DO POLIMERO EUDRAGIT® RS30D: A) MRS_C10 E MRS_C20; B) MRS_P10 E
MRS_P20; C) MRS_CP10 E MRS_CP20

Fonte: A Autora
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5.3 AVALIA(;AO IN VITRO
5.3.1 Ensaio de Hemolise

Os resultados do ensaio de hemolise obtidos para as microparticulas poliméricas
estudadas podem ser observados na Tabela 10. Sendo que os valores do grau de hemolise
encontrados foram de 1,56 + 0,41 a 3,39 + 0,23% para aquelas formuladas com Eudragit®
S100 e de 2,84 + 0,43 a 3,75 + 0,15% com Eudragit® RS30D.

TABELA 10 — ENSAIO DE HEMOLISE DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS DE EUDRAGIT®
S$100 E RS30D FORMULADAS COM CURCUMINA E/OU PIPERINA

GRAU DE HEMOLISE (%)

FORMULACAO Média+ DP*
MS_0 2,48 + 0,05
MS_C10 1,73+0,32
MS_C20 1,56 + 0,41
MS_P10 2,75+0,26
MS_P20 3,39 £0,23
MS_CP10 2,08 £0,22
MS_CP20 2,63 £0,53
MRS_0 3,67 +0,70
MRS_C10 3,08 £0,32
MRS_C20 2,84 +0,43
MRS_P10 3,75+0,15
MRS_P20 4,06 + 0,20
MRS_CP10 3,44 +0,32
MRS_CP20 3,15 + 0,45

CONTROLE POSITIVO** 100,00

CONTROLE NEGATIVO*** 1,73+0,18

Fonte: A Autora
Legenda: *DP: desvio padrdo; **Triton® X100: padronizado para 100% de hemélise; ***solucéo fisiolégica
0,9%

Os menores resultados de hemdlise foram encontrados entre as microparticulas de
Eudragit® S100. Isto se explica pela caracteristica aniénica que este polimero possui
ocasionando uma menor interacdo com os ertitrocitos, que sdo carregados de carga elétrica
negativa em sua superficie. Em contrapartida, o Eudragit® RS30D possui carater catidnico
(INFORME TECNICO, 2018), o que acarreta num maior grau de hemolise.

Em relagdo as microparticulas de CUR e PIP, o efeito hemolitico foi menor para as
que continham CUR na formulagdo. Mas pode-se dizer que todas apresentaram grau de
hemdlise reduzido quando comparadas com os resultados dos controles negativo e positivo.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a auséncia de toxicidade para a
membrana dos eritrocitos das formulagdes preparadas e sugere a possibilidade do uso

terapéutico em testes in vivo.
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Alguns estudos na literatura relatam o emprego do ensaio de hemdlise para avaliar a
seguranca de fitofarmacos, como por exemplo, o de Oliveira et al. (2015) que utilizou a
Dicksonia sellowiana e o de Mendes et al., (2012) que preparou microparticulas de
Resveratrol, para avaliacdo de seus potenciais antioxidantes.

A hemoglobina é liberada no plasma por meio do rompimento da membrana celular
do eritrocito durante o processo de hemolise. Devido a toxicidade causada pelo sistema
reticuloendotelial na tentativa de remoc¢édo da hemoglobina ocorre uma série de danos nos rins,
figado e coracdo (PRICE; SCHRIER, 2008).

5.3.2 Estudo do Potencial Antioxidante pela Determinacdo de Espécies Reativas do Acido
Tiobarbitdrico (TBARS)

O ensaio empregado avaliou os farmacos e suas respectivas microparticulas puras ou
em associacao frente a peroxidacéo lipidica refletindo a capacidade dessas moléculas em doar
elétrons ou hidrogénio, de modo a inativar o radical. A determinagdo de TBARS é um método
cromatogréafico viadvel e amplamente utilizado para a triagem das propriedades antioxidantes
de diferentes compostos (MENDES et al., 2012).

Os resultados obtidos da atividade antioxidante (%) por meio do calculo do 1A%
permitem observar que o aumento dessa atividade nas amostras testadas promove reducédo da
peroxidacdo lipidica pela capacidade de inibi¢cdo da formacdo do MDA dos &cidos graxos. O
MDA pode se ligar aos residos de aminoacidos e promover alteragdo de cargas das superficies
das lipoproteinas e participar do processo de aterogénese (ABDALA; SENA, 2008).

A Tabela 11 sumariza os resultados obtidos para o ensaio de TBARS para as

microparticulas poliméricas contendo CUR e/ou PIP.
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TABELA 11 — EFEITO ANTIOXIDANTE DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS DE EUDRAGIT®
S100 E RS30D FORMULADAS COM CURCUMINA E/OU PIPERINA

ATIVIDADE
FORMULAGAO ANTIOXIDANTE (%)
Média + DP*
CUR 61,25 + 2,56
PIP 30,00 £ 2,55
MS_0 5,63 +0,75
MS_C10 30,86 + 3,32
MS_C20 41,07 + 2,96
MS_P10 12,44 £ 1,50
MS_P20 16,06 + 3,28
MS_CP10 33,08 +3,21
MS_CP20 38,45 £ 2,53
MRS_0 1,84 + 0,66
MRS_C10 25,08 +2,32
MRS_C20 35,10 + 3,37
MRS_P10 9,55 + 1,17
MRS_P20 12,65 + 2,20
MRS_CP10 21,98 + 2,76
MRS_CP20 26,12 2,50
CONTROLE POSITIVO** 52,5 + 2,45
CONTROLE NEGATIVO*** 1,52 +0,43

Fonte: A Autora
Legenda: *DP: desvio padréo; **BHT; ***etanol

Para as microparticulas contendo apenas os polimeros, os resultados encontrados
ficaram com valores muito préximos ao do controle negativo, sendo considerados efeitos
reduzidos de atividade antioxidante. Os valores encontrados para as microparticulas, tanto de
Eudragit® $100 quanto de RS30D, variaram de 25,08 + 2,32% a 41,07 + 2,96% para 0s testes
que utilizaram somente CUR e 9,55 *+ 1,17% a 16,06 + 3,28%, igualmente para a PIP. Do
mesmo modo, os resultados obtidos das microparticulas de CUR e PIP em associa¢do foram
de 21,98 + 2,76% a 38,45 + 2,53%. E, quando comparados os valores encontrados para 0s
farmacos puros e suas respectivas microparticulas, 0s primeiros apresentaram resultados de
maior efeito antioxidante, sendo de 61,25 + 2,56% e 30,00 £ 2,55% para a CUR e PIP,
respectivamente.

Entretanto, as associacGes a 10 e 20% de CUR e PIP nas microparticulas de
Eudragit® S100 demonstraram efeito antioxidante maior que a PIP pura, porém menor que a
CUR pura. Tal acdo pode ser justificada pelo melhor efeito da CUR (61,25 = 2,56%) em
relacdo a PIP (30,00 £ 2,55%), uma vez que o farmaco puro apresentou o melhor efeito
antioxidante de todos, inclusive quando comparado ao do controle positivo (52,5 + 2,45%).
Sabe-se que a propriedade antioxidante da CUR esta relacionada aos grupos fendis e metoxi
de sua estrutura quimica (JARDIM, 2013), bem como da PIP com grupos fendlicos e
flavonoides (COSTA et al., 2021).



107

De modo geral, as microparticulas de Eudragit® S100 contendo CUR efou PIP
apresentaram maior atividade antioxidante que as de Eudragit® RS30D, provavelmente pela
melhor liberacdo do(s) farmaco(s) pelas caracteristicas fisico-quimicas do polimero.

Os resultados deste estudo mesmo que realizado in vitro foram condizentes com
outros encontrados na literatura. No estudo de Chakraborty et al. (2017), o uso combinado
dos farmacos puros CUR a 50 mg.kg™ e PIP a 20 mg.kg™ foram utilizados para verificar a
cardiotoxicidade em ratos e demonstrou atividade antioxidante pela reducdo dos niveis de
TBARS e aumento dos de SOD e CAT. O grupo de animais tratados com CUR foi o que
apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante. E ainda, os autores concluiram que a
PIP pode ter aumentado a biodispobilidade da CUR in vivo. Arcaro et al. (2014) trataram
ratos diabéticos-induzidos com um iogurte experimental contendo CUR a 90 mg.kg™ e PIP a
20 mg.kg™ e obtiveram reducdo dos niveis de MDA, aumento dos niveis de SOD e CAT. Ja
0s niveis de GSH-Px e GSH ficaram inalterados. Quando a concentracdo de PIP a 40 mg.kg™
foi associada a CUR, ndo houve melhora de resultados.

Portanto, pode-se dizer que foi encontrado efeito antioxidante no modelo de
peroxidacdo lipidica, sugerindo um provavel efeito na prevencdo e tratamento das
dislipidemias. Contudo, a diferenca encontrada entre os efeitos dos farmacos puros e
microparticulas pode indicar que potencial antioxidante ndo foi mantido apds o procedimento
de secagem por aspersdo para as dispersGes sélidas preparadas. Sabe-se que este
procedimento de obtencdo de formulacdes modificadas fornece a remocdo rapida da agua
minimizando a transferéncia de calor dos produtos que se assemelham a um liquido. E,
geralmente mantem a estabilidade de produtos sensiveis ao calor, 0 que era esperado com 0
uso dos antioxidantes (WILKOWSKA et al., 2016). E também, que existem outros
mecanismos de acdo de CUR e PIP para a reducdo dos lipideos plasmaticos conforme foi
relatado anteriormente nesta proposta de estudo.

A andlise do potencial antioxidante pela determinacdo de TBARS demonstrou que as
microparticulas poliméricas contendo CUR e ou PIP sdo interessantes para 0 uso em
dislipidemias e suas complicac@es. E assim, novas perpectivas de estudo devem ser propostas
e estes realizados para avaliar in vitro e in vivo, a peroxidacdo lipidica e a reducdo dos

lipideos plasmaticos.
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6 CONCLUSAO

As microparticulas poliméricas contendo PIP e/ou CUR a partir dos polimeros
Eudragit® S100 e RS30D foram obtidas com sucesso. E por sua vez, apresentaram
morfologia, tamanho, teor de farmaco e umidade adequados. As microparticulas com o
polimero S100 resultaram nos melhores rendimentos.

O método analitico revalidado de CLAE pode ser empregado para a analise dos
farmacos. Como em sua validacdo, também apresentou caracteristicas de simplicidade,
especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo conforme os critérios recomendados da ICH
(2005) e BRASIL (2017). Os picos obtidos nas anélises ficaram bem definidos e com boa
resolucédo de imagem.

O processo de obtencdo das microparticulas por meio de spray drying promoveu a
amorfizacdo da CUR e PIP sendo confirmada pelas anélises de FEG-SEM, DRX e ATG
aumentando a solubilidade dos farmacos.

N&o ocorreram ligacGes quimicas entre as estruturas dos componentes iniciais das
microparticulas demonstrado pelo espectro de IVTF.

A eficiéncia de encapsulacdo para os fArmacos puros e associados na concentracao
de 10%, tanto das microparticulas com Eudragit® S100 quanto o RS30D apresentou 0s
melhores resultados.

O ensaio in vitro de hemolise demonstrou que as microparticulas estudadas
apresentaram adequado grau de seguranca para uma possivel utilizacdo medicamentosa no
organismo.

Os farmacos CUR e PIP, bem como, suas microparticulas poliméricas apresentaram
efeito antioxidante no ensaio de peroxidacgdo lipidica, sendo os melhores resultados para as
formulagdes contendo CUR.

O polimero Eudragit® S100 apresentou os melhores resultados frente ao emprego do
Eudragit® RS30D para a obtencdo das microparticulas e demais estudos.

Portanto, as microparticulas poliméricas obtidas por spray drying contendo CUR e
PIP a partir de Eudragit® S100 e RS30D, sio formulages de custo acessivel e transposicdo de
escala facilitada, com potencial atividade antioxidante e que se mostraram vidveis e

promissoras para a utilizagdo como coadjuvante ou no tratamento das dislipidemias.



109

REFERENCIAS

ABDALA, D. S. P.; SENA, K. C. M. Biomarcadores de peroxidacdo lipidica na aterosclerose.
Campinas: Revista de Nutricgéo, v. 21, n. 6, p. 749-756, 2008.

ABOU-ELKHAIR, R.; AHMED, H. A.; SELIM, S. Effects of Black Pepper (Piper Nigrum),
Turmeric Powder (Curcuma Longa) and Coriander Seeds (Coriandrum Sativum) and Their
Combinations as Feed Additives on Growth Performance, Carcass Traits, Some Blood
Parameters and Humoral Immune Response of Broiler Chickens. Asian-
AustralasianJournalof ~ Animal  Science, v. 27, n. 6, p. 847-854,2014.
D0i:10.5713/ajas.2013.13644

AHMAD, N. Biological roleof Piper nigrum L. (Black pepper): A review. Asian Pacific
Journal of Tropical Medicine, p. S1945 — S1953, 2012.

AKBARIAN, A.; GOLIAN, A.; KERMANSHAHI, A. G.; MORADI, S. Influence of
turmeric rhizome and black pepper on blood constituents and performance of broiler chickens.
African Journal Biotechnology, v. 11, n. 34, p. 8606-8611, 2012. D0i:10.5897/AJB11.3318

ALMEIDA, L. A. Caracterizagdo fitoquimica de Piper nigrum L. 2017. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo em Quimica) — Universidade Federal do Ceard, Fortaleza,
2017.

ALSHEHRI, S.; HAQ, N.; SHAKEEL, F. Solubility, molecular interactions and mixing
thermodynamic properties of piperine in various pure solvents at different temperatures.
Journal of Molecular Liquids, v. 250, p. 63-70, 2018.

ALWI, I. et al. The effect of curcumin on lipid level in patients with acute coronary
syndrome. Acta Medica Indonesiana, v. 40, n. 4, p. 201-210, 2008.

AMIGDON G.L. et al. ATheoretical Basis For a Biopharmaceutics Drug Classification: The
Correlation of In Vitro Drug Product Dissolution and In Vivo Bioavailability.
Pharmaceutical Research, v. 12, n. 3, p. 413-420, 1995.

AMANOLAHI, F. et al. A simple, sensitive and rapid isocratic reversed-phase high-
performance liquid chromatography method for determination and stability study of curcumin
in pharmaceutical samples. Avicena Journal of Phytomedicine, v. 7, n. 5, 2017.

ANAND, P. et al. Curcumin and cancer: an “old-age” disease with an “age-old” solution.
Cancer Letters, v. 267, n. 1, p. 133-164, 2008.

ARAUJO, V. H. S. Desenvolvimento e caracterizacdo de carreador lipidico
nanoestruturado contendo curcumina. 2019. Dissertacdo. (Mestrado em nanociéncia e
nanobiotecnologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

ARCARO, C. A;; GUTIERRES, V. O.; ASSIS, R. P.; MOREIRA, T. F.; COSTA, P. |;
BAVIERA, A. M.; BRUNETTI, I. L. Piperine, a Natural Bioenhancer, Nullifies the
Antidiabetic and Antioxidant Activities of Curcumin in Streptozotocin-Diabetic Rats. PL0oS
ONE, v. 9,n. 12, p. e113993, 2014. D0i:10.1371/journal.pone.0113993



110

ARYA P.; PATHAK K. Assessing the viability of microsponges as gastro retentive drug
delivery system of curcumin: optimization and pharmacokinetics. International Journal of
Pharmaceutics, v. 460, n. 1-2, p. 1-12, 2014.

ASHOUR, E. A. et al. Hot melt extrusion as an approach to improve solubility, permeability
and oral absorption of a psychoactive natural product, piperine. The Journal of pharmacy
and pharmacology, v. 68, n. 8, p. 989-998, 2016.

ATAL, N.; BEDI, K. Bioenhancers: Revolutionary concept to market. Journal of Ayurveda
and Integrative Medicine, 2 ed., v. 1, p. 96-99, 2010.

BAGCHI D.; SWAROOPB A.; PREUSS H. G.; BAGCHI M. Free radical scavenging,
antioxidant and cancer chemoprevention by grape seed proanthocyanidin: An overview.
Mutation Research — Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 14, p.
1016, 2014.

BANERJEE, S.et al. Protein dependent fat of hepatic cells under nicotine induced stress and
curcumin ameliorated condition. European Journal Pharmacology, v. 684, n. 1-3, p. 132-
145, 2012.

BARBALHO, S. M. et al. Sindrome metabdlica, aterosclerose e inflamacao: triade
indissociavel? Jornal Vascular Brasileiro, v. 14, n. 4, p. 319-327, 2015.

BARBOSA K. B. F.; COSTA N. M. B.; ALFENAS R. C. G.; DE PAULA S. O.; MINIM V.
P. R.; BRESSAN F. Estresse oxidativo: conceito, implicac6es e fatores modulatérios. Revista
Nutricéo, v. 23, n. 4, p. 629-643, 2010.

BARCELOUX, D. G. Pepper and capsaicin (Capsicum and Piper species). Disease-a-month
—Journal, v. 55, n. 6, p. 380-390, jun. 2009. Doi: 10.1016 / j.disamonth.2009.03.008

BASPINAR, Y. et al. Curcumin and piperine loated zein-chitosan nanoparticles:
Development and in-vitro characterization. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 26, n.3, p.
323-334, 2018.

BIRBEN, E.; SAHINER U. M.; SACKESEN, C.; ERZURUM, S.; KALAYCI, O. Oxidative
Stress and Antioxidant Defense. World Allergy Organization Journal, v. 5, p. 9-19, 2012.

BIRNBAUM, D. T.; BRANNON-PEPPAS, L. Microparticles drug Delivery Systems, In:
BROWN, D. M., Drug Delivery Systems Cancer Therapy, Springer Science Business
Media, Chapter 6, p. 117-135, 2003.

BISCAIA, P. B. Desenvolvimento Tecnoldgico e avaliacdo bioldgica de microparticulas
poliméricas contendo piperina obtidas por spray-drying. 2018. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2018.

BOMBO, R. P. A. Acéo dos fitoesterois sobre lesdo aterosclerética em camundongos com
ablacéo génica do receptor de LDL. 2014. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2014.

BONTEMPO, M. Pimenta e seus beneficios a satide. Sdo Paulo: Alaude, 2007.



111

BORGES, E. T.; OFFERMANNS, S. Nicotinic acid: an old drug with a promising future.
British Journal of Pharmacology, v. 153, supl.1, p. S68-S75, 2008.

BORGO, M. V. Prevaléncia dos fatores de risco cardiovascular na populacdo de Vitéria
segundo dados da VIGITEL e da Pesquisa Nacional de Saude de 2013. Revista Brasileira de
Epidemiologia, v. 22, p. E190015, 2019.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de Analise
de Situacdo de Saude. Plano de agdes estratégicas para o enfrentamento das doengas
crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) no Brasil 2011-2022/Ministério da Saude. Brasilia:
Ministério da Saude, 2011. 160 p. il. — (Série B. Textos Basicos de Saude).

BRASIL. Ministério da Saude. Saude Brasil 2013: uma anélise da situacdo de saude. 10
ed., Brasilia, 2014.

BRASIL. Ministério da Satde. Resolugdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. Aprova
“Critérios para a validagdo de métodos analiticos”. Orgdo emissor: ANVISA — Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em: www.anvisa.gov.br. Acesso em: 08 de
agosto de 2017.

BRASIL, Ministério da Saude. Relatério de recomendacdo: Ezitimiba no tratamento das
dislipidemias. Brasilia, CONITEC, 2018.

BRASIL. Ministério da Saude. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéutica de Dislipidemia:
Prevencdo de Eventos Cardiovasculares e pancreatite. Brasilia, CONITEC, 2019.

BRUXEL, F.et al. NanoemulsGes como sistemas de liberagdo parenteral de farmacos.
Quimica Nova, v. 35, n. 9, 2012.

BUNHAK, E. J. et al. Analises fisico-quimicas de biofilmes de sulfato de condroitina
modificado. Quimica Nova, v. 38, n. 3, p. 316-320, 2015.

CARNEIRO, D. M. Ayurveda: satde e longevidade na tradicio milenar da India.
Pensamento: Sdo Paulo, 2009.

CARVALHO, A. C. B. etal. Aspectos da legislacdo no controle dos medicamentos
fitoterapicos. T&C Amazonia, v. 5, n. 11, p. 26-32, 2007.

CASSANI, R. S. L.; PAZIN FILHO, A.; SCHIMIDT, A. Prevaléncia de fatores de risco
cardiovascular em trabalhadores de uma indastria brasileira. Arquivos Brasileiros de
Cardiologia, v. 92, n. 1, p. 16-22, 2009.

CLEMENT, Y. Can green tea do that? A literature review of the clinical evidence. Preventive
Medicine, v. 49, p. 83-87, 20009.

CHAKRABORTY, M.; BHATTACHARIEE, A.; KAMATH, J. V. Cardioprotective effect of
curcumin and piperine combination against cyclophosphamide-induced cardiotoxicity. Indian
Journal of Pharmacology, v.49, n. 1, p. 65-70, 2017. D0i:10.4103/0253-7613.201015


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chakraborty%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28458425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharjee%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28458425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamath%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28458425

112

CHASSOT, J. M. et al. Stability-indicating RP-HPLC method for determination of
beclomethasone dipropionate in nanocapsule suspensions. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 51, n. 4, p. 803-810, 2015.

COIMBRA, P. et al. Preparation and chemical and biological characterization of a
pectin/chitosan polyelectrolyte complex scaffold for possible bone tissue engineering
applications. International Journal of Biological Macromolecules, v. 48, n. 1, p. 112-118,
2011.

COLOME L. M. et al. Pantoprazole-loaded Eudragit blended microparticles: preparation,
characterization, in vitro gastro-resistance and in vivo anti-ulcer evaluation. Journal of Drug
Delivery Science and Technology,v. 17, n.2, p. 113-118, 2006.

CONTI, R. A. S.; ROCHA, R. S. Risco cardiovascular: abordagem dentro da empresa.
Revista Brasileira de Medicina do Trabalho, v. 3, n. 1, p. 10-21, 2005.

COTINGUIBA, G. G,; SILVA, J. R. N,; AZEVEDO, R. R. S.; ROCHA, T. J. M.; SANTOS,
A. F. Método de Avaliacdo da Defesa Antioxidante: Uma Revisdo de Literatura. Journal of
Health Sciences, v. 15 n. 3, p. 231-237, 2013.

COSTA, K. P.; FONSECA, E. S.; ANDRADE, R. E. S.; FERREIRA, G. S. et al. Atividade
antioxidante dos extratos etandlicos e dos Oleos essenciais de Xylopia aromatica e Piper
nigrum. Brazilian Journal of Development, v. 7, n. 3, p. 27904-27912, mar. 2021.

COTICA, L. F.; FREITAS, V. F.; DIAS, G. S. et al. Simple and facile approach to synthetize
magnetite nanoparticles and assessment of their effects on blood cells. Journal of
Magnetism and Magnetic Materials, v. 324, n. 4, p. 559-563, 2012.

COTRIM, H. P. Esteatose hepatica. In: Sociedade Brasileira de Hepatologia, 2021.
Disponivel em: https://sbhepatologia.org.br/imprensa/esteatose-hepatica/. Acesso em 12, mar.
2021.

CRUZ, L. et al. Gastroresistant microparticles containing sodium alendronate prevent the
bone loss in ovariectomized rats. European journal of pharmaceutical sciences: official
journal of the European Federation for Pharmaceutical Sciences, v. 40, n. 5, p. 441-447,
2010.

CUCHEL, M. et al. Inhibition of microsomal triglyceride transfer protein in familial
hypercholesterolemia. The New England Journal of Medice, v. 2, n. 356, p. 148-156, 2007.

DAHIYA, S. et al. Conjugation of epigallocatechin gallate and piperine into a zein
nanocarrier: implication on antioxidant and anticancer potential. Advances in Natural
Sciences: Nanoscience and Nanotechnology, v. 9, n. 3, 2018.

DIEBERGER, A. et al. Maternal lipid concentrations during early pregnancy and eating
behavior and energy intake in the offspring. Nutrientes, v. 10, ago. 2018.

DOMINGUES, G. S.; GUTERREZ, S. S. Microparticulas nanorrevestidas contendo um
farmaco modelo hidrofébico: preparacdo em etapa Unica e caracterizacdo biofarmacéutica.
Quimica Nova, v. 31, n. 8, p. 1966-1972, 2008.



113

ENGEL, B. et al. Emprego de Spray Dryer na indUstria de alimentos: Uma breve reviséo.
Revista Jovens Pesquisadores, v. 7; n. 2, p. 2-11, 2017.

EL-AMIR, Y. O.; HASSANCIN, K. M. A. Protective effect of curcumin on N-
nitrosodiethylamine and carbon tetrachloride-induced hepatocarcinogenesis in Sprague-
Dawley rats. Comparative Clinical Pathology, v. 22, n. 4, p. 631-636, 2012.

ESPOSITO, E. et al. Spray dried Eudragit microparticles as encapsulation devices for
vitamin C. International Journal of Pharmaceutics, v. 242, n. 1, p. 329-334, 2002.

FAN, Q. et al. HDL-cholesterol levels and risk of age-related macular degeneration: a
multiethnic genetic study using Mendelian randomization. International Journal of
Epidemiology, v. 46, n. 6, p. 1891-1902, 2017.

FARAGO, P. V. Desenvolvimento de sistemas poliméricos para a liberacdo modificada
do cloridrato de metformina. 2007. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Universidade Federal
do Parané, Curitiba, 2007.

FAYAD, S. J. Obtencao e caracterizacdo de micro e nanoparticulas a base de proteina
isolada de soja. 2010. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianépolis, 2010.

FERENCE, B. A.; HENRY, N. G.; GRAHAM, I.; RAY, K. K.; PACKARD, C. J;
BRUCKERT, E. et al. Low-density lipoproteins cause atherosclerotic cardiovascular disease.
1. Evidence from genetic, epidemiologic, and clinical studies. A consensus statement from the
European Atherosclerosis Society Consensus Panel. European Heart Journal, v. 38, p.
2459-2472, 2017. Doi:10.1093/eurhearthj/ehx144

FIEGENBAUM, M.; HUTZ, M. H. Farmacogenética de farmacos hipolipemiantes.
Medicina, Ribeirdo Preto, v. 39, n. 4, p. 543-553, 2006.

FRANCA B. AK ALVES, M. R. M,; SOUTO, F. M. S.; TIZIANE, L.; BOAVENTURA, R.
F.; GUIMARAES, A.; Peroxidacdo lipidica e obesidade: Métodos para afericdo do estresse
oxidativo em obesos. Jornal Portugués de Gastrenterologia, v. 20, n. 5, p. 199-206, 2013.

FRANCO, G. P. P. et al. Sindrome metabdlica em hipertensos de Cuiaba — MT: prevaléncia e
fatores associados. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v. 92, v. 6, p. 472-478, 20009.

FRIEDEWALD, W. T.; LAVY, R. |; FREDRICKSON, D. S. Estimation to density
lipoprotein without use of the preparative ultracentrifuge. Clinical Chemistry, v. 18, n. 6, p.
499-502, 1972.

GALKINA, E.; LEY, K. Immune and inflammatory mechanisms of atherosclerosis. Annual
Review of Immunology, v. 27, p. 165-197, 2009.

GHAFFARI, A. et al. Preparation and characterization of free mixed-film of
pectin/chitosan/Eudragit RS intended for sigmoidal drug delivery. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 67, n. 1, p. 175-186, 2007.



114

GOLDBERG, A. C. Dislipidemia. MANUAL MSD, mar. 2018. Disponivel em:
https://mww.msdmanuals.com/pt-br/profissional/dist%C3%BArbios-end%C3%B3crinos-e-
metab%C3%B3licos/dist%C3%BArbios-lip%C3%ADdicos/dislipidemia. Acesso em: 12 mar
2020.

GOMES, M. L. S. et al. A Simple RP-HPLC/UV Method for Determination of Cilostazol in
Polymeric Nanoparticles Suspensions: Development and Validation. Latin American
Journal of Pharmacy, v. 34, n. 4, p.803-809, 2015.

GONCALVES, P. R. T.et al. Aterosclerose e sua relagdo com as doencgas cardiovasculares.
Revista Saude em Foco, n. 10, p. 711-717, 2018.

GOUVEIA, S. S.; LIMA, A. A. Insert relationship between reactive species of oxygen and
carcinogenic promotion: Relacdo entre espécies reativas de oxigénio e a promocao
carcinogénica. Brazilian Journal of Surgery and Clinical Research, v. 20, n. 3. 174-179,
set. — nov. 2017.

GUILIANO, I. C. B. et al. Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na
Adolescéncia. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v. 85, n. 6, p. 3-36, 2005.

GUNITA.Thrombus formation. Disponivel em:
https://es.123rf.com/photo_38473543_stock-vector-blood-clot-formation-coronary-artery-
disease-anatomy-of-healthy-artery-unhealthy-arteries-human-hear.html. Acesso em: 12 mar.
2020.

GUPTA, S. C. et al. Discovery of curcumin a component of Golden spice, and its miraculous
biological activities. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, v. 39, n. 3,
p. 283-299, 2012.

HADAD, G. M.; EMARA, S.; MAHMOUD, W. M. Development and validation of a
stability-indicating RP-HPLC method for the determination of paracetamol with dantrolene
or/and cetirizine and pseudoephedrine in two pharmaceutical dosage forms. Talanta, v. 79, n.
5, p. 1360-1367, 2009.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Free Radicals in Biology and Medicine. 4 ed;
New York, Oxford, 2010.

HANSON, G. K. Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery disease. The New
England Journal of Medicine, v. 352, n. 16, p. 1685-1695, 2005.

HEVONOJA T.; PENTIKAINEN M. O.; HYVONEN M. T.; KOVANEN P. T.; ALA-
KORPELA M. Structure of low density lipoprotein (LDL) particles: basis for understanding
molecular changes in modified LDL. Biochimica et Biophysica Acta; v. 488, n. 3, p. 189-
210, 2000.

HIGASHI, K. et al. The effect of drug and EUDRAGIT® S 100 miscibility in solid
dispersions on the drug and polymer dissolution rate. International Journal of
Pharmaceutics, v. 494, n. 1, p. 9-16, 2015.


https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/dist%C3%BArbios-end%C3%B3crinos-e-metab%C3%B3licos/dist%C3%BArbios-lip%C3%ADdicos/dislipidemia
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/dist%C3%BArbios-end%C3%B3crinos-e-metab%C3%B3licos/dist%C3%BArbios-lip%C3%ADdicos/dislipidemia
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjJyOLnuffRAhVCkpAKHYC_BM4QFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1111%2F(ISSN)1440-1681%2Fissues&usg=AFQjCNEW0HIvJnSDgXeTDF3PXcFgkum0Jg&bvm=bv.146094739,d.Y2I

115

HLAVACKOVA, L.; JANEGOVA, A; ULICNA, O.; JANEGA, P.; CERNA, A.; BABAL,
P. Spice up the hypertension diet - curcumin and piperine prevent remodeling of aorta in
experimental L-NAME induced hypertension. Nutrition & Metabolism, v. 8, n. 72, p. 1-10,
2011. Doi: 10.1186/1743-7075-8-72.

ICH. International Conference on the Harmonization of technical requirements for the
registration of pharmaceuticals for human use guideline. Validation of analytical
procedures: text and methodology. Q2 (R1), v. 1, 2005.

INFORME TECNICO: Darmstadt; Germany. EVONIK Rohm GmbH. 2018. Disponivel em:
www.rofarma.com/allegati/97.pdf Acesso em: 31 maio 2018.

JARDIM, K. V. Desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana/sulfato de condroitina
para nanoencapsulacdo da curcumina visando sua liberacdo controlada e avaliacdo de
sua atividade antitumural. 2013. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias de Materiais) —
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

JEEVANANDAM, J.; BARHOUM, A.; CHAN, Y. S.; DUFRESNE, A.; DANQUAH, M. K.
Review of nanoparticles and nanostructured materials: history, sources, toxicity and
regulations. Beilstein Journal of Nanotechnology, v. 9, p. 1050-1074, 2018.

KALEL, A. Carcuma - Beneficios dos Curcuminoides para a Saude. 2018. Disponivel
em: https://nutrinDoideias.com/plantas-medicinais/curcuma-curcumina. Acesso em: 25 mar
2021.

KAROLEWICZ, B. A review of polymers as multifunctional excipients in drug dosage form
technology. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 24, n. 5, p. 525-536, 2016.

KAUR, G.; MEENA, C. Evaluation of anti-hyperlipidemic potential of combinatorial extract
of curcumin, piperine and quercetin in triton-induced hyperlipidemia in rats. Science
International, v. 1, n. 3, p. 57-63, 2013.

KAWABATA, Y. et al. Formulation design for poorly water-soluble drugs based on
biopharmaceutics classification system: basic approaches and practical applications.
International Journal of Pharmaceutics, v. 420, n. 1, p.1-10, 2011.

KHUATHAN, N.; PONGJANYAKUL, T. Modification of quaternary polymethacrylate films
using sodium alginate: film characterization and drug permeability. International Journal of
Pharmaceutics, v. 460, n. 1-2, p. 63-72, 2014.

KLEIN, T.; LONGHINI, R.; DE MELLO, J. C. P. Development of an analytical method
using reversed-phase HPLC-PDA for a semipurified extract of Paullinia cupana var. sorbilis
(guarand). Talanta, v. 88, p.502-506, 2012.

KOLEV, T. M. et al. DFT and experimental studies of the structure and vibrational spectra of
curcumin. International Journal of Quantum Chemistry, v. 102, n. 6, p. 1069-1079, 2005.

KRYSTONA T. B.; GEORGIEVA A. B.; PISSIS P.; GEORGAKILAS A. G. Role of
oxidative stress and DNA damage in human carcinogenesis. Mutation Research, v.711, p.
193-201, 2011.


http://www.rofarma.com/allegati/97.pdf
https://nutrindoideias.com/plantas-medicinais/curcuma-curcumina

116

KULKARNI, N. B.; NAIK, P. S. W. J. B. Metformin hydrochloride microparticles for oral
controlled release: Effect of formulation variables. International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, v. 5, n. 3, p. 135-144, 2013.

KUMAR, M. Nano and microparticles as controlled drug delivery devices. Journal of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, v. 3, n. 2, p.234-258, 2000.

KUMARI, A.; YADAV, S. K.; YADAYV, S. C. Biodegradable polymeric nanoparticles based
drug delivery systems. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 75, n. 1, p. 1-18, 2010.

KURMEN. J. E. C.; ALVAREZ, M. I. G,; RIVERO, L. F. V. Microencapsulation of a
Colombian Spodoptera frugiperda Nucleopolyhedrovirus with Eudragit® S100 by Spray
Drying. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 58, n. 3, p. 468-476, 2015.

LANZILLOTTI, P. F. Sistemas para liberacao de farmacos modificada. 2012. Monografia
(Especializagcdo em Tecnologia Industrial Farmacéutica) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto
de Tecnologia em Farmacos, Rio de Janeiro, 2012.

LI, C.; WANG, Q.; ZHANG, Y.; IAM, C. W. K,; MOSES, C. S. S.; ZHONG, Z. Enhanced
Systemic Exposure of Both Piperine and Docetaxel After Their Combination Use in Sprague-
dawley Rats. Abstracts / Drug Metabolism and Pharmacokinetics. v. 32, p. s107-s127,
2017.

LI, Y.; LI, M.; WU, S.; TIAN, Y. Combination of curcumin and piperine prevents formation
of gallstones in C57BL6 mice fed on lithogenic diet: whether NPC1L1/SREBP2 participates
in this process? Lipids in Health and Disease, v. 14, n. 100, p. 1-8, 2015.
D0i:10.1186/512944-015-0106-2

LIPINSKI, L. C. Oral insulin improves metabolic parameters in high fat diet fed rats. Anais
da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 89, n. 3, p. 1700-1705, 2017.

LIU, W.; CHEN, X. D.; SELOMULYA, C. On the spray drying of uniform functional
microparticles. Particuology, v. 22, p. 1-12, 2015.

LIOU G. Y.; STORZ P. Reactive oxygen species in cancer. Free Radicals Research, v. 44,
n. 5, p. 109, 2010.

LOCH-NECKEL, G. et al. Obtencéao de extratos secos de carotenoides a partir da biomassa da
microalga Haematococcus pluvialis por secagem em torre de aspersdo (spray-drying).
Matéria, v. 23, n. 4, 2018.

LUZ H. K. M.; SCHELL L. W.; FAUSTINO L. R.; MANOEL C.; SILVA G.; FIGUEIREDO
J. R. et al. Papel de agentes antioxidantes na criopreservacdo de células germinativas e
embrides. Acta Scientiae Veterinariae, v. 39, n. 956, p. 27, 2011.

LYRA, A. M. Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo in vivo de sistemas de
liberacdo microparticulados contendo Efavirenz. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2016.



117

MACEDO, I. S.V. Desenvolvimento de dispersdes solidas: Incremento da solubilidade da
rutina. 2017. Dissertacdo (Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF)
— Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande, 2017.

MAHERANI, B. et al. Liposomes: A review of manufacturing techniques and targeting
strategies. Current Nanoscience, v.7, p.436-452, 2011.

MAINARDES, M. M. Desenvolvimento de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG para
administragdo intranasal de zidovudina. 2007. Tese (Doutorado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2007.

MALISKI, A. M. Microscopia eletrdnica de varredura e analise. Universidade Federal de
Santa Catarina, 2007.

MALTA, D. C. Probabilidade de morte prematura por doencas cronicas nao transmissiveis,
Brasil e regides, projecdes para 2025. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 22, 20109.

MANO, E. B.; MENDES L. C. Introdugédo a Polimeros. 2. ed. rev. e ampl. Sdo Paulo:
Edgard Blucher, 2004.

MARCHI, J. P.; TEDESCO, L.; MELO, A. C.; FRASSON, A. C.; FRANCA, V. F.; SATO,
S.W.; LOVATO, E. C. W. Curcuma longa L., 0 acafrdo da terra e seus beneficios medicinais.
Umuarama: Arquivos de Ciéncias da Saude UNIPAR, v. 20, n. 3, p. 189-194, 2016.

MARMITT, D. J.; REMPEL, C.; COUTO E SILVA, A. Potencial hepatoprotetor das plantas
medicinais da RENISUS: revisdo sistemética. Revista de Atencdo a Saude, v. 14, n. 48, p.
84-91, jul.-set., 2016.

MASSIMINO, L. C. Nanoparticulas de curcumina, obtencdo e caracterizacao.
2016.Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Universidade de Sdo Paulo, S&o Carlos, 2016.

MASTERS, K. Spray Drying Handbook, 4. ed., New York, John Miley, 1985.

MENDES, J. B. E.; RIEKES, M. K.; OLIVEIRA, V. M.; MICHEL, M. D.; STULZER, H. K;;
KHALIL, N. M.; ZAWADSKI, S. F.; MAINARDES, R. M.; FARAGO, P. V. PHPV/PCL
microparticles for controlled release of resveratrol: physicochemical characterization,
antioxidant potencial, and effect on hemolysis of human erythrocytes. The Scientific World
Journal, v. 2012, p. 1-13, 2012.

MINATTI, J. O cha verde no processo aterosclerético em camundongos knockout para
receptor de lipoproteina de baixa densidade. 2010. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2010.

MITHU, S. H. et al. Evaluation of the surface chemistry and drug-polymer interaction of
semi-crystalline micro-particles for the development of controlled release formulations.
Materials Science & Engineering: C, v. 76, p. 559-567, 2017.

MIYAZAWA, T.; NAKAGAWA, K.; KIM, S.H.; THOMAS, M. J.; PAUL, L.; ZINGG, J-
M.; DOLNIKOWSKI, G. G.; ROBERTS, S. B.; KIMURA, F.; MIYAZAWA, T.; AZZI, A;
MEYDANI, M. Curcumin and piperine supplementation of obese mice under caloric



118

restriction modulates body fat and interleukin-1p. Nutrition & Metabolism, v. 15, n. 12, p.
1-9, 2018. D0i:10.1186/512986-018-0250-6.

MOOHEBATI, M.; YAZDANDOUST, S.; SAHEBKAR, A.; MAZIDI, M.; SHARGHI-
SHAHRI, Z.; FERNS, G.; GHAYOUR-MOBARHAN, M. Investigation of the effect of short-
term supplementation with curcuminoids on circulating small dense low-density lipoprotein
concentrations in obese dyslipidemic subjects: A randomized double-blind placebo-controlled
cross-over trial. ARYA Atherosclerosis, v. 10, n. 5, p. 280-286, 2014.

MOHYLYUK, V. et al. Wurster fluidized bed coating of microparticles: towards scalable
production of oral sustained-release liquid medicines for patients with swallowing difficulties.
American Association of Pharmaceutical Scientists, v. 21, n. 3, 2020.

MOORTHI, C. et al. Application of validated RP-HPLC-PDA method for the simultaneous
estimation of curcumin and piperine in Eudragit E 100 nanoparticles. Journal of Pharmacy
Research, v. 7, p. 224-229, 2013.

MORA-HUERTAS, C.E.; FESSI, H.; ELAISSARI, A. Polymer-Based Nanocapsules for
Drug Delivery. International Journal of Pharmaceutics, v. 385, p. 113-142.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2009.10.018.

MORAIS, S. M.; CATUNDA JUNIOR, F. E. A;; SILVA, A. R. A;; MARTINS NETO, J. S.
Atividade Antioxidante de Oleos Essenciais de Espécies de Croton do Nordeste do Brasil.
Quimica Nova, v. 29, n.5, p. 907-910, 2006.

MOREIRA, D. L.; TEIXEIRA, S. S.; MONTEIRO, M. H. D.; DE-OLIVEIRA, A. C. A. X;;
PAUMGARTTEN, F. J. R. Traditional use and safety herbal medicines. Revista Brasileira
de Farmacognosia, v. 24, p. 248-257, 2014. https://dx.Doi.org/10.1016/j.bjp.2014.03.006.

MORTENSEN, M. B.; FALK, E. J. Prevention With Statins in the Elderly. Journal of the
American College of Cardiology, v. 71, p. 85-94, 2018.

MUSIAL, D. C. et al. Hypercholesterolemia and hepatic steatosis in mice fed on low-cost
hight-fat diet. Acta Scientiarum Health Sciences, v. 35, n. 1, p. 23-27, 2013.

NAKSURIYA, O. et al. Curcumin nanoformulations: A review of pharmaceutical properties
and preclinical studies and clinical data related to cancer treatment. Biomaterials, v. 35, n.
10, p. 3365-3383, 2014.

NASCIMENTO, T. C. F. et al. Development and Validation of an HPLC Method Using
Fluorescence Detection for the Quantitative Determination of Curcumin in PLGA and PLGA-
PEG Nanoparticles. Current Pharmaceutical Analysis, v. 8, n. 4, 2012.

NEVES C. F. Avaliagdo de biomarcadores de estresse oxidativo e estado inflamat6rio em
pacientes no pré e pés-operatério de cirurgia da obesidade. 2010. Dissertacdo (Mestrado
em Nutricdo Humana) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2010.

NGUYEN, T. T. H.; SI, J.; KANG, C.; CHUNG, B.; CHUNG, D.; KIM, D. Facile
preparation of water soluble curcuminoids extracted from turmeric (Curcuma longa L.) poder
by using steviol glucosides. Food Chemistry, v. 214, p. 366-373, 2017.


http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2009.10.018

119

NOCON, M. Association of physical activity with all-cause and cardiovascular mortality: a
systematic review and meta-analysis. European Journal of Preventive Cardiology, v. 15, p.
239-246, 2008.

OLIVEIRA, G.; MENDES, R. T.; BOCCALETTO, E. M. A. Alimentacéo, AtividadAe Fisica
e Qualidade de Vida dos escolares do municipio de Vinhedo/SP. Campinas: IPES. Cap.
Dislipidemia Infantil, p. 39-46, 2009.

OLIVEIRA, M. A.; YOSHIDA, M. I.; GOMES, E. C. L. Analise térmica aplicada a farmacos
e formulagdes farmacéuticas na industria farmacéutica. Quimica Nova, v. 34, n. 7, p. 1224-
1230, 2011.

OLIVEIRA, O. W.; PETROVICK, P. R. “Secagem por aspersdo (spray drying) de extratos
vegetais: bases e aplicagdes”. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, n. 4, p. 641-650,
2010.

OLIVEIRA, R. G.; ALENCAR-FILHO, E. B.; VASCONCELLOS, M. L. A. A. A influéncia
da piperina na biodisponibilidade de farmacos: uma abordagem molecular. Quimica Nova, v.
37,n. 1, p. 69-73, 2014.

OZAWA, H. et al. Curcumin B-D-Glucuronide Plays an Important Role to Keep High Levels
of Free-Form Curcumin in the Blood. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 40, n. 9, p.
1515-1524, 2017.

PADALKAR, K. V.; GAIKAR, V. G. Extraction of Piperine from Piper Nigrum (Black
Pepper) by Aqueous Solutions of Surfactant and Surfactant + Hydrotrope Mixtures.
Separation Science and Technology, v. 43, p. 3097-3118, 2008.

PAIVA, N. A. Citotoxicidade da Curcumina presente em nanoparticulas de
quitosana/sulfato de condroina contendo lecitina. 2015. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias de Biomateriais) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

PAN, Y. H. J. et al. Preparation, characterization and anticoagulation of curcumin-eluting
controlled biodegradable coating stents. Journal of Controlled Release, v. 116, p. 42-49,
2006.

PANAHI, Y.; KHALILI, N.; HOSSEINI, M. S.; ABBASINAZARI, M.; SAHEBKAR, A.
Lipid-modifying effects of adjunctive therapy with curcuminoids—piperine combination in
patients with metabolic syndrome: Results of a randomized controlled trial. Complementary
Therapies in Medicine, v. 22, p. 851-857, 2014. D0i:10.1016/j.ctim.2014.07.006.

PANAHI, Y.; KHALILI, N.; SAHEBI, E.; NAMAZI, S.; KARIMIAN, M. S.; MAJEED, M.;
SAHEBKA, A. Antioxidant effects of curcuminoids in patients with type 2 diabetes mellitus:
a randomized controlled trial. Inflammopharmacology, v. 25, n. 1, p. 25-31, 2016.
D0i:10.1007/s10787-016-0301-4.

PANAHI, Y.; KHALILI, N.; SAHEBI, E.; NAMAZI, S.; REINER, Z.; MAJEED, M.;
SAHEBKAR, A. Curcuminoids modify lipid profile in type 2 diabetes mellitus: A
randomized controlled trial. Complementary Therapies in Medicine, v. 33, p. 1-5, 2017.
D0i:10.1016/j.ctim.2017.05.006.


https://doi.org/10.1016/j.ctim.2014.07.006
https://doi.org/10.1016/j.ctim.2017.05.006

120

PANAMHI, Y. et al. Curcumin as a potential candidate for treating hyperlipidemia: a review of
cellular and metabolic mechanisms. Journal of Cellular Physiology, v. 233, n. 1, p. 141-152,
2018.

PANAHI, Y.; KHALILI, N.; SAHEBI, E.; NAMAZI, S.; SIMENTAL-MENDIA, L. E;
MAJEED, M.; SAHEBKAR. A. Effects of Curcuminoids Plus Piperine on Glycemic,
Hepatic and Inflammatory Biomarkers in Patients with Type 2 Diabetes Mellitus: A
Randomized Double-Blind Placebo-Controlled Trial. Drug Research, v. 68, n. 7, p. 403-409,
2018. D0i:10.1055/s-0044-101752.

PANAHI, Y.; VALIZADEGAN, G.; AHAMDI, N.; GANJALI, S.; MAJEED. M,
SAHEBKAR, A. Curcuminoids plus piperine improve nonalcoholic fatty liver disease: A
clinical trial. Journal of Cellular Biochemistry, p. 1-8, 2019. D0i:10.1002/jcb.28877.

PAOLINO, D.; VERO, A.; COSCO, D.; PECORA, T. M. G.; CIANCIOLO, S.; FRESTA,
M.; PIGNATELLO, R. Improvement of Oral Bioavailability of Curcumin upon
Microencapsulation with Methacrylic Copolymers. Frontiers in Pharmacology. 2016. Doi
10.3389/fphar.2016.00485.

PATEL, B. B. et al. Revealing facts behind spray dried solid dispersion technology used for
solubility enhancement. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 23, n. 4, p. 352-365, 2015.

PATRA, C. N. et al. Pharmaceutical significance of Eudragit: A review. Future Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 3, n. 1, p. 33-45, 2017.

PENGPONG, T. et al. Design, synthesis and in vitro evaluation of mucoadhesive p-
coumarate-thiolated-chitosan as a hydrophobic drug carriers. European journal of
pharmaceutics and biopharmaceutics: official journal of Arbeitsgemeinschaft fur
Pharmazeutische Verfahrenstechnik e.V, v. 86, n. 3, p. 487-497, 2014.

PLANTS OF THE WORLD ONLINE. Disponivel em: http://plantsoftheworldonline.org/.
Acesso em 25 mar 2020.

PORRAS-SAAVEDRA, J. et al. Microstructural properties and distribution of components in
microparticles obtained by spray-drying. Journal of Food Engineering,v. 152, p. 105-112,
2015.

PRICE, E. A;; SCHRIER, S. L. Hemoglobinopathies and hemolytic anemias. American
College  of  Physicians  Medicine, p. 1-34, 2008. Disponivel  em:
https://www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine/5175/hemoglobinopatias_e_
anemias_hemoliticas_%E2%80%93 elizabeth_a_price_stanley | schrier.htm. Acesso em 25
mar 2020.

QIN, S.; HUANG, L.; GONG, J.; SHEN, S.; HUANG, J.; REN, H.; HU, H. Efficacy and
safety of turmeric and curcumin in lowering blood lipid levels in patients with cardiovascular
risk factors: a meta-analysis of randomized controlled trials. Nutrition Journal, v. 16, n. 68,
2017.


http://plantsoftheworldonline.org/

121

RAMALHO, W. S. Desvios de crescimento intrauterino: aspectos anatomopatoldgicos
macroscopicos placentarios na gestacdo de alto risco. 2012. Dissertacdo (Mestrado em
Enfermagem) — Universidade Federal de Goias, Goiania, 2012.

RANGEL-HUERTA, O. et al. Systematic Review of the Efficacy of Bioactive Compounds in
Cardiovascular Disease: Phenolic Compounds. Nutrients, v. 7, n. 7, p. 5177-5216, 2015.

RATTES, A. L. R.; OLIVEIRA, W. P. Spray drying conditions and encapsulating
composition effects on formation and properties of sodium diclofenac microparticles. Powder
Technology,v. 171, n. 1, p. 7-14, 2007.

RECIO, M. C,; GINER, R. M.; URIBURU, L.; MANEZ, S; CERDA, M.; DE LA FUENTE
J. R.; RIOS, J. L. In vivo activity of pseudoguaianolide sesquiterpene lactones in acute and
chronic inflammation. Life Sciences, v. 66, n. 26, p. 2509-2518, 2000.

RESTANI, R. B. Development of functional mesoporous microparticles for controlled drug
delivery. Journal of Supercritical Fluids, v. 55, p. 333-339, 2010.

RIEKES, M. K. P.et al. Evaluation of oral carvedilol microparticles prepared by simple
emulsion  technique using poly  (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)  and
polycaprolactone as polymers. Materials Science and Engineering: C, v. 31, n. 5, p.962-
968, 2011.

ROCHA, M. S.; CAETANO, J. A.; SOARES, E.; MEDEIROS, F. L. Caracterizacio da
populacdo atendida em unidade de terapia intensiva: subsidio para assisténcia. Revista
Enfermagem UERJ, v. 15, p. 411-416, 2007.

RODRIGUES, R. S. G. et al. Perfil socio-demogréfico de pacientes atendidos em ambulatorio
de isquemia cardiaca. Revista Enfermagem UERJ, v. 17, n. 4, p. 491-495, 2009.

ROGER, J. D. P. Plantas magicas: enciclopédia de plantas medicinais. Sdo Paulo: Planeta
do Brasil, 1998.

ROLAND, R. M.; BHAWANI, S. A. Synthesis and Characterization of Molecular Imprinting
Polymer Microspheres of Piperine: Extraction of Piperine from Spiked Urine. Journal of
analytical methods in chemistry, v. 2016, p. 5671507, 2016.

ROSS, R. Atherosclerosis--an inflammatory disease. The New England Journal of
Medicine, v. 340, n. 2, p. 115-126, 1999.

RUDNIK, L. A. C. Desenvolvimento, Caracterizacdo e Avaliacdo de nanoparticulas
contendo curcumina e metotrexato em células de adenocarcinoma de pulméo (CALU-3).
2019. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa,
Ponta Grossa, 2019.

SA-BARRETO, L. C. et al. SEM-image textural features and drug release behavior of
Eudragit-based matrix pellets. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 42, p.
292-298, 2017.



122

SANTIAGO, V. S. et al. Curcumina, o P6 Dourado do Acafrdo-Da-Terra: Introspeccdes
Sobre Quimica e Atividades Bioldgicas. Quimica Nova, v. 38, n. 4, p. 538-552, 2015.

SAHU, P.; CHOURASIYA, A.; GAIBHIYE, V. Higher Therapeutic Benefits of piperine
Loaded Optimized Chitosan Microspheres for Improved Hepatoprotective Potentials. Reserch
Gate: Pharmaceutical Sciences, v. 1, p. 39-44, 2012.

SANTOS, R. D. Farmacologia da niacina ou &cido nicotinico. Arquivos Brasileiros de
Cardiologia, v. 85, supl. 5, 2005.

SANTOS, M. C. B.et al. Habitos e perfil socioeconémico do paciente aterosclerético no
Brasil. Comunicagdo em Ciéncias da Salde, v. 22, n. 3, p. 247-256, 2011.

SCHAFROTH, N. et al. Nano and microparticle engineering of water insoluble drugs using a
novel spray drying process. Colloids and surfaces. B, Biointerfaces, v. 90, p. 8-15, 2012.

SEVERINO, P. et al. Polimeros Sintéticos Biodegradaveis: Matérias-primas e Métodos de
producdo de Microparticulas para uso em Drug Delivery e Liberagdo Controlada. Polimeros,
v. 21, n. 4, p. 286-292, 2011.

SHAHANI, K.; PANYAM, J. Highly loaded, sustained-release microparticles of curcumin for
chemoprevention. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 100, n. 7, p. 2599-2609, 2011.

SHARMA, R. A.; GESCHER, A. J.; STEWARD, W. P. Curcumin: The story so far.
European Journal of Cancer, v. 41, n. 13, p. 1955-1968, 2005.

SHARMA, V.; PATHAK, K. Effect of hydrogen bond formation/replacement on solubility
characteristics, gastric permeation and pharmacokinetics of curcumin by application of
powder solution technology. Acta Pharmaceutica Sinica B, v. 6, n. 6, p. 600-613, 2016.

SHI, Y.; LAMMERS, T. Combining Nanomedicine and Immunotherapy. Accounts of
Chemical Research, v. 52, n. 6, p. 1543-1554, 2019.

SHISHIR, M. R. I.; CHEN, W. Trends of spray drying: A critical review on drying of fruit
and vegetable juices. Trends in Food Science & Technology, v. 65, p. 49-67, 2017.

SHIVANI, S. H. Review article on microparticles. International Journal of Pharmacy and
Analytical Research, v. 4, n. 3, p. 302-309, 2015.

SHOBA, G. et al., Influence of piperine on the pharmacokinetics of curcumin in animals and
human volunteers. Planta Medica, v. 64, n. 4, p. 353-356, 1998.

SILVA, J. T. P. Desenvolvimento de microparticulas estruturadas contendo curcumina.
2014. Trabalho de conclusdo de curso (Graduacdo em Engenharia de Alimentos) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campo Mourdo, 2014.

SILVA, M. C.; FIDELES, T. B.; FOOK, M. V. L. Esferas de quitosana e quitosana/curcumina
pelo método de gelificagdo ionotrdpica: influéncia da incorporacdo do farmaco. Revista
Eletronica de Materiais e Processos, v. 10, n. 1, p. 21-28, 2015.



123

SILVA NETA, M. N. et al. Avaliagdo antifingica da piperina contra as cepas de Candida. In:
CONGRESSO NACIONAL DE PESQUISA E ENSINO EM CIENCIAS, 4., 2019, Campina
Grande. Anais [..] Campina  Grande: IFPB, 20109. Disponivel  em:
https://editorarealize.com.br/artigo/visualizar/56561. Acesso em: 25 maio 2021.

SOARES, D. et al. Estudo dos niveis lipidicos em ratos ap6s o tratamento com infusdo de
algumas plantas medicinais de uso popular. Revista Brasileira de Farmaécia, v. 86, n. 2, p.
71-74, 2005.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA. Atualizagdo da Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e prevencdo de aterosclerose. Arquivo Brasileiro de Cardiologia, n. 109, 2
supl. 1, p. 1-76, 2017.

SOLIMAN GHADA, Z. A. Effect of Curcumin, Mixture of Curcumin and Piperine and
Curcum (Turmeric) on Lipid Profile of Normal and Hyperlipidemic Rats Egyptian Journal
Hospital Medicine, v. 21, n. 1, p. 145-161, 2005. D0i:10.12816 / EJHM.2005.18057.

SONJE, A.; CHANDRA, A. Comprehensive Review on Eudragit polymers. International
Research Journal of Pharmacy, v. 4, n. 5, p. 71-74, 2013.

SOSNIK, A.; SEREMETA, K. P. Advantages and challenges of the spray drying technology
for the production of pure drug particles and drug-loaded polymeric carriers. Advances in
Colloid and Interface Science, v. 223, p. 40-54, 2015.

TELLI, E. M. R. P.; FRIGERI, M.; MELLO, S. R. Avaliacdo da atividade de enzimas
hepaticas em dependentes, ex-dependentes e ndo usuérios do etanol. Revista Brasileira de
Analises Clinicas, v. 48, n. 3, p. 245-252, 2016.

THIRUMALAI, T.; TAMILSELVAN, N.; DAVID, E. E. Hypolipidemic activity of Piper
betel in high fat diet in high fat diet induced hyperlipidemic rat. Journal of Acute Disease, V.
3,n.2,p. 131-135, 2014.

TONNESEN, H. H.; KARLSEN, J. Studies on curcumin and curcuminoids. V Alkaline
degradation of curcumin. Zeitschrift fir Lebensmittel-Untersuchung and Forschung, v.
180, p. 132-134, 1985a.

TONNESEN, H. H.; KARLSEN, J. Studies on curcumin and curcuminoids. VI Kinetics of
curcumin: degradation in aqueous solution. Zeitschrift fur Lebensmittel-Untersuchung and
Forschung, v. 180, p. 402-404, 1985b.

TONON, R. V.; BRABET, C.; HUBINGER, M. D. Influéncia da temperatura do ar de
secagem e da concentracdo de agente carreador sobre as propriedades fisico-quimicas do suco
de acai em pd. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 29, n. 2, p. 444-450, 20009.

TRAN, V-T.; BENOIT, J-P.; VENIER-JULIENNE, M-C. Why and how to prepare
biodegradable, monodispersed, polymeric microparticles in the field of pharmacy?.
International Journal of Pharmaceutics, v. 407, n. 1-2, p. 1-11, 2011.



124

TU, C. T. et al. Curcumin protects against concanavalin A induced hepatitis in mice through
inhibiting the cytoplasmic translocation and expression. Of high mobility group box 1.
Inflammation, v. 36, n. 1, p. 206-2015, 2013.

TU, S. Y. et al. Preparation, characterization and evaluation of curcumin with piperine-loaded
cubosome nanoparticles. Journal of Microencapsulation, v. 31, n. 6, p. 551-559, 2014.

TU, Y.; SUN, D.; ZENG, X.; YAO, N.; HUANG, X.; HUANG, D.; CHEN, Y. Piperine
potentiates the hypocholesterolemic effect of curcumin in rats fed on a high fat diet.
Experimental and Therapeutical Medicine, v. 8, n. 1, p. 260-266, 2014.
D0i:10.3892/etm.2014.1717

UNSWORTH L. D.; SHEARDOWM, H.; BRASH, J. L. Protein-resistant poly(ethylene
oxide)-grafted surfaces: chain density-dependent multiple mechanisms of action. Langmuir,
V. 24,n.5, p. 1924-1929, 2008.

VARNER, A. S. Modeling and optimization of the dehydration of beets for use as a
valueadded food ingredient. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — University of
Maryland, Athens, 2014.

VINOD, K. R.; SANTHOSHA, D.; ANBAZHAGAN, S. Formulation and evaluation of
piperine cream-a new herbal dimensional approach for vitiligo patients. International
Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, v. 3, p. 29-33, 2011.

WALTON, D. E. The Morphology of spray-dried particles: a qualitative view. Drying
Technology, v. 18, n. 9, p. 1943-1986, 2000.

WANG, Y. J.; PAN, M. H.; CHENG, A. L.; LIN, L. I.; HO, Y. S.; HSIEH, C. Y.; LIN, J. K.
Stability of curcumin in buffer solutions and characterization of its degradation products.
Journal Pharmaceutical Biomedical Analisys, v. 15, p. 1867-1876, 1997.

WANG, L.; PALME, V.; ROTTER, S.; SCHILCHER, N.; CUJAK, M.; WANG, D,
LADURNER, A.; HEISS, E. H.; STANGL, H.; DIRSCH, V. M.; AANASOV, A. G.
Pipperine Innhibits ABCA1 Degradation and Promotes Cholesterol Efflux from THP-1-
derived  Macrophages.  Molecular ~ Nutrition &  Food Research. DOI:
10,1002/mnfr.201500960. 2016.

WICK, G.; KNOFLACH, M.; XU, Q. Autoimmune and Inflammatory Mechanisms in
Atherosclerosis. Annual Review of Immunology, v. 22, p. 361-403, 2004.

WILKOSKA, A.; AMBROZIAK, W.; CZYZOWSKA, A.; ADAMIEC, J. Effect of
microencapsulation by spray-drying and freeze-drying technique on the antioxidant properties
of blueberry (Vaccinum myrtillus) juice polyphenolic compounds. Polish Journal of Food
And Nutrition Siences, v. 66, n. 11, 2016.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. World Health Statistics. 2011. Disponivel em:
https://mww.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2011/en/. Acesso em: 05 jan.
2021.


https://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2011/en/

125

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Health statistics and information systems: disease
burden and mortality estimates. Geneva: WHO; 2016. Disponivel em:
http://www.who.int/healthinfo/global_burden_disease/estimates/en/index1.html. Acesso em:
05 jan. 2021.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global Health Estimates 2016: deaths by cause,
age, sex, by country and by region, 2000-2016. Geneva: WHO; 2018. Disponivel em:
http://www.who.int/healthinfo/global _burden_disease/estimates/en/index1.html. Acesso em:
05 jan. 2021.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Expert Committee on Specifications for
Pharmaceutical Preparations. Annex 1. Tchnical Series 1003. 2017. Disponivel em:
https://www.who.int/publications/m/item/who-guidelines-for-selecting-marker-substances-of-
herbal-origin-for-quality-control-of-herbal-medicines---trs-1003---annex-1. Acesso em: 05
jan. 2021.

WU, C.; MCGINITY, J. W. Influence of Ibuprofen as a solid-state plasticizer in Eudragit®
RS30D on the physicochemical properties of coated beads. American Association of
Pharmaceutical Scientists, v. 2, n. 4, article 24, p. 1-9, 2001.

XU Y., QI J; YANG X.; WU E.; QIAN S. Y. Free radical derivatives formed from
cyclooxygenase-catalyzed dihomo-y-linolenic acid peroxidation can attenuate colon cancer
cell growth and enhance 5-fluorouracil's cytotoxicity. Redox Biology, v. 2, p. 610-618, 2014.

YING, X. et al. Piperine inhibits IL-B induced expression of inflammatory mediators in
human osteoarthritis chondrocyte. International Immunopharmacology, v. 17, n. 2, p. 293-
299, 2013.



126

APENDICE A - EFFECT OF THE CURCUMIN AND PIPERINE CO-
ADMINISTRATION ON THE BLOOD LIPID LEVELS AND CARDIOVASCULAR
RISK: ASYSTEMATIC REVIEW

Research, Soctety and Development, v. 10, 1. 1, ¢27310111682, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3400 | DOL: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v1011.11682

Effect of the curcumin and piperine co-administration on the blood lipid levels and

the cardiovascular risk: a systematic review

Efeito da co-administracio de curcumina ¢ piperina nos niveis de lipideos sanguineos ¢ no risco
cardiovascular: uma revisio sistematica

Efecto de la coadministracion de curcumina y piperina sobre los niveles de lipidos en sangre v el

rlesgo cardiovascular: una revision sistematica

Recerved: 01/042021 | Reviewod: 01052021 | Accept: 01/11/2021 | Pubhshed 01/13/2021

Mackelly Simionatto

ORCID https//oreid arg 0000-0002-5445-8656
Universdade Estacual de Ponta Grossa, Brasil
Eanad macketly sumoratto@hotmm] com
Katlin Suellen Rech

ORCID: hittps /joreid org 0000-0001-6699-2450
Unsversidade Federal do Pamna, Brasil

E-mail katimrech@gmail com

Mona Lisa Simionatto Gomes
GRCID: https//oreid g 0000-0001-5179-3985
Centro Unsversithno Cesumar, Brasl

E-mal mlgsmuonattofyahoo cont br

Jane Manfron

ORCID: https //oreid arg 0000-0003-1873-2253
Univeraidade Estadusl de Poata Grossa, Brasd
E-tuml janenvafron@hotmal com

Paulo Vitor Farago

QRCID: hitps /foreid org 0000-0002-9934 4027
Univeradade Estaduad de Ponta Grossa, Braml
E-mml pviarago@gmnil com

Abstract

Some plant species show medicinal potential in atherosclerosis and other coronary diseases. Curcumin (CUR) is a
vellow-colored phenolic compound from rhizomes of Curcuma longa L. that 1s mainly used as anti-inflammatory,
antioxidant, and anticancer. Piperine (PIP) is an alkaloid from the fruits and the seeds of Piper nigrum L. and Piper
fongum L. It has several phanmacological activities, including the antioxidant and the immunomodulatory properties.
PIP also increases the nutrients absorption. This review auns at investigating the effect of the CUR and PIP co-
administration on the lipid profile and the cardiovascular events based on animal and human studies. This study was
performed in the main scientific search bases. Among the 4.992 references found, 2,004 papers were mutially chosen
for the partial reading and 15 of them filled all the selection criteria for the entire reading. The CUR and PIP co-
administration generally demonstrated positive effects on lipid profile in animals and humans by reducing total
cholesterol, triglycerides, and LP(a) and by increasing HDL -¢. In spite of no long-tenm clinical trial was carried out
for mvestigating the effect of CUR and PIP co-administration on cardiovascular events, the reduction of glucose,
AST, and ALP, and the mcrease of CAT and SOD were recorded as secondary senun markers to avoid the
cardiovascular risk. Therefore, the studies usually report that co-adminsstration of CUR and PIP shows efficacy for
reducing serum lipids. The effect on preventing cardiovascular events by reducing the cardiovascular risk is lacking of
direct evidence,

Keywords: Cardiovascular risk: Dyslipidemia: Phenolic compound: Piperidine alkaloid.

Resumo

Algumas espécies vegetais apresentam potencial medicinal na aterosclerose e outras doengas coronanas. A curcumina
(CUR) ¢ um composto fenolico de cor amarela, extraido dos rizomas de Curcuma Jonga L. e utilizado,
principalmente, como antiinflamatono, antioxidante ¢ anticancer. A piperina (PIP) ¢ um alcaloide dos frutos e
sementes de Piper nigrum L. ¢ Piper longum L. Posswi diversas atividades farmacologicas, mchundo a antioxidante ¢
as propriedades imunomoduladoras. A PIP também aumenta a absorcio de nutrientes. Esta revisdo tem como objetivo
mvestigar o efeito da coadministragio de CUR ¢ PIP sobre o perfil lipidico e os eventos cardiovasculares, a partir de
estudos em animais ¢ humanos. Este trabalho foi conduzido nas primcipais bases de pesquisas cientificas. Dentre as
4992 referéncias encontradas, 2.004 artigos foram inicialmente escollidos para a leitura parcial ¢ 15 deles
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preencheram todos os cntérios de selegdo para a lettura completa. A coadmumistragdo de CUR ¢ PIP geralmente
demonstrou efeitos positivos no perfil lipidico em animais ¢ humanos, reduzindo o colesterol total, triglicerideos e
LP(a) e aumentando o HDL-c. Apesar de nenhum ensaio clinico de longo prazo ter sido realizado para mvestigar o
efeito da coadminsstragdo de CUR e PIP em eventos cardiovasculares, a reducéo de glicose, AST e ALP e o aumento
de CAT e SOD foram registrados como marcadores sénicos secundirios para evitar o nsco cardiovascular. Portanto,
os estudos geralmente relatam que a coadministracdo de CUR e PIP mostra eficdcia para reduzir os hipidios séricos. O
efeito na prevengdo de eventos cardiovasculares pela reduciio do risco cardiovascular carece de evidéncias diretas.
Palavras-chave: Alcaloide pipenidinico: Composto fendlico; Dislipidemia; Risco cardiovascular.

Resumen

Algunas especies de plantas tienen potencial medicinal en la aterosclerosis y otras enfermedades coronarias. La
curcumina (CUR) ¢s un compuesto fendlico de color amanllo, extraido de los rizomas de Cwrcuma longa L. y
utilizado principalmente como antiinflamatorio, antioxidante ¥ anticancerigeno. La pipenina (PIP) es un alcaloide de
los frutos y semillas de Piper migrum L. y Piper longum L. Tiene varias actividades farmacologicas, inchiidas las
propiedades antioxidantes ¢ mmmomoduladoras. PIP también aumenta la absorcion de mutrientes. Esta revision tiene
como objetivo investigar el efecto de la coadministracion de CUR y PIP sobre el perfil lipidico v los eventos
cardiovasculares, a partir de estudios en animales v humanos. Este trabajo se Ilevo a cabo en las principales bases de
mvestigacion cientifica. Entre las 4.992 referencias encontradas, inicialmente se eligieron 2.004 articulos para lectura
parcial y 15 de ellos cumplian todos los criterios de seleceion para lectura completa. La coadministracion de CUR y
PIP generalmente demostro efectos positivos sobre el perfil lipidico en animales y humanos, reduciendo el colesterol
total, triglicéridos y LP(a) y aumentando el HDL-c. Aunque no se ha realizado mingin ensayo clinico a largo plazo
para investigar el efecto de la coadministracion de CUR y PIP en eventos cardiovasculares, la reduccion de glucosa,
AST y ALP y el aumento de CAT y SOD se han registrado como marcadores séricos secundarios para evitar el riesgo
cardiovascular, Por lo tanto, los estudios generalmente informan que la coadministraciéon de CUR y PIP muestra
eficacia para reducir los lipidos séricos. El efecto sobre la prevencion de eventos cardiovasculares al reducir el riesgo
cardiovascular carece de evidencia directa.

Palabras clave: Alcaloide de pipeniding; Compuesto fenolico: Dislipidemia: Riesgo cardiovascular.

1. Introduction

According 1o the World Health Organization, two thirds of deaths worldwide are caused by chronic diseases as stroke,
cancer. diabetes mellitus (DM), and cardiovascular diseases (CVD) (WHO, 2011). The nsk of developing CVD and cancer are
impaired by physiological and metabolic changes, caused by obesity, DM, dyslipidemia, systemic artenal hypertension, pro-
inflammmatory and pro-thrombotic states. These factors are related to the heredity and lifestyle since sedentary lifestyle, stress,
alcohol consumption, excessive mtake of saturated fats in the diet, besides the continuous use of tobacco may damage the
clinical status (Barbalho et al., 2015).

The disruption of lipid metabolism causes the atherosclerosis disease, which mvolves the dyslipidenma, the chronic
inflammation, and the deposition of atherosclerotic plaques m the arterial endothelium (Basatemur et al., 2019). In addition, 1t
is well known that the oxidative stress is highly activated during the atherosclerotic mjury (Galkina & Ley, 2009).
Atherosclerosis and other coronary diseases affect more than 10% of the world population and are a remarkable concemn of
health services (GBD, 2018) since cardiovascular problems, such as acute myocardial infarction, stroke, and heart failure may
occur over time (Oliveira et al., 2009). Other clinical complication 1s the liver disorder caused by the inflanmatory process
related to the particular changes in the lipid metabolism (Dieberger et al., 2018),

Pharmacological and non-pharmacological interventions can be used for treating dyshpidenmia and for preventing
atherosclerosis and other coronary diseases (Barbalho et al., 2015). In this context, novel studies have been focused on natural
products and dietary nutnients for improving the lipid profile (Torres et al,, 2015), Curcumm (CUR) 15 a yellow-colored
phenolic compound, chemically known as [1.7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1.6-heptadiene-3.5-dione]. CUR is naturally
obtained from the rhizomes of Curcwma longa L.. which are known as turmeric, Turmenc powder containing CUR is widely
used as a spice in cooking CUR demonstrates a high phannacological potential for interacting with several molecular targets
and protem complexes (Nascimento et al.. 2012). In particular, CUR reduces the blood lipid levels and has hepatoprotective
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effects. These mechanmisms are not well elucidated, but mcludes the reduction in the lipid peroxidases and the 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMGCoA reductase) (Alwi et al.. 2008). In spite of these promising effects on lipid
profile, CUR shows photosensitivity and low bioavailability (Rudmk et al., 2020), which hinder its climical use alone.

Piperimne (PIP), 1+(5-[1.3-benzodioxol-5-yl]-1-0x0-2 4-pentadienyl) pipenidine, is an alkaloid from the fruits and the
sceds of Piper nigrum L. and Piper longum L. These species are known as black pepper and are widely used as a food spice
{Ahmad, 2012). PIP demonstrates anti-inflammatory, antioxidant, immumomeodulatory, and anticancer properties. This
compound unpairs the formation of fat cells, which leads 1o the blood lipid reduction. The reasonable mechanism to decrease
serum lipid levels and obesity occurs by increasing the cholesterol reverse transport via ATP-binding cassette transporter
(ABCAL1) (Wang et al., 2016). PIP mcreases the absorption of vitamin A, vitamin Bs, vitamin C, selenium, and beta-carotene
(Atal & Bedi, 2010), Despite its pungency, PIP also is used for enhanced the bioavailability of some drgs, including CUR
(Duangjai et al., 2013).

Therefore, the co-administration of CUR and PIP seems to be a feasible strategy to mcrease the bioavailability of
CUR and to potentiate their effect on the blood lipids reduction ar the same time. Although proposed mechanisms of action
were previously reported (Alwi et al., 2008; Atal & Bedi, 2010), preclinical and clinical trials describing the effect of CUR
and PIP co-admmistration on serum lipids and cardiovascular events are restricted (Chakraborty et al.. 2017: Hlavatkova et
al., 2011). In that sense, this systematic review was camed out for collecting secondary data and for providing an evidence
synthesis regarding the main research question: Does co-administration of CUR and PIP in a particular dosage improve the
lipid profile and have a beneficial effect on cardiovascular events based on lmuman and anmmal studies?

2. Methodology

This study is a systematic review carried out in accordance with the recommendations of the Cochrane Handbook for
Systematic Reviews of Interventions (Higgins et al., 2019). In brief. 1t is an exploratory-descriptive qualitative research
(Gondin & Souza, 2021: Pereira et al., 2018) and it was performed using the guidelines of the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and MetaAnalyzes (PRISMA) (Moher et al., 2009).

2.1 Study selection

The searches were performed in June 2020 using the electromic sites of the followmg databases: Cocluane
(https://www.cochrane.org/), Embase (https://www. elsevier.com/solutions’embase-biomedical-research), Google Scholar
(https://scholar.google.combr’), Lilacs (https:/lilacs.bvsalud.org’), Pubmed (https:/pubmedncbinimmh.gov/), Sciclo
(hreps://scielo.org’), ScienceDirect (https.//www.sciencedirect.cony'), Scopus (https://www scopus.com/), and Web of Science
(https://www webofknowledge.com/). The following keywords were searched: curcumin AND piperine AND lipid; curcumin
AND piperine AND cholesterol. curcuunin AND piperine AND cardiovascular risk. The publication date was not restricted
dunng this process, and documents dated from 1964 to 2020 were achieved. Documents were exported and stored in the
EndNote web program. Duplicate documents were deleted using the EndNote ool called “find duplicates”. Duplications which
were not excluded in this stage were then removed manually. Partial readings were camied out considening the titles and the
abstracts. The complete readings were performed by regarding the full paper content. These research selections were read and
analyzed by two reviewers. A third reviewer resolved any selection disagreement between the first two reviewers.
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2.2 Exclusion criteria

The following documents were initially excluded from the research files: books. indexes, handbooks. pharmacopoeias,
contents, blogs, and papers in languages other than English and Spanish. For the next stage of the study, m which the titles and
the abstracts were investigated, the exclusion criteria were: review articles, meta-analysis, papers that evaluated CUR or PIP
alone, papers that assessed CUR and PIP with other substance m combination. Studies that did not report data regarding the
blood hpid levels or the cardiovascular nsk were also deleted.

3. Results and Discussion

The initial search provided a total of 4,992 references. Among them, 2 282 duplications were found and automatically
excluded by the use of Endnote. Another 171 papers were manually identified as duplication and excluded. In addition to the
papers written in English, documents were also found in Spanish (1), Japanese (8), French (2), Polish (1), and Italian (1).

After excluding books, indexes, handbooks, phammacopoeias. contents, and blogs, 2.004 files in English mvolving
papers and gray literature remamed for reading of their titles and abstracts. Taking mto consideration the exclusion criteria, 22
papers were chosen for the complete reading. Five of these documents were then excluded for presenting at least one of the
features assumed as exclusion critenia: three papers studied only CUR or PIP alone; one docmment was excluded because it is a
review paper; and a document including CUR, PIP, and other substances was also excluded. Two additional papers were
excluded due to the exhansting lack of access. Therefore, 15 papers were chosen for wniting this systematic review. These
analytical steps are detailed n Figure 1.

The papers mcluded in the present study refer to animal and human trials regarding to the effect of CUR and PIP co-
admimstration on the blood lipid levels and the cardiovascular nisk camed out from 2005 to 2019. Table 1 summarized the
analytical data according to the following aspects: aim of the study. country m which the study was performed, tested samples,
and observed results. Considering the 15 studies evaluated in full-content structure, 2 of them were carried out in chickens, 7 of
them used rats. and 6 of them were performed in humans.

Concerning to the aim of the study, 2 papers reparted the CUR and PIP co-admimistration for improving the chicken
performance; 4 of them investigated the antidiabetic effect of these two substances in co-administration; others 2 papers were
devoted to study the cardioprotective activity of CUR and PIP; 1 paper aimed at reporting the hepatoprotective effect of CUR
and PIP; and others 6 of them investigated the effect of the CUR and PIP co-admimstration on obese individuals.

Regarding to the country where the studies were carried out, 2 of them involved researchers from Egypt and other 2
papers were performed in China. One paper was written by researches of the following countnies; Brazl, India, Slovakia,
United States in partnership with Japanese researchers. A total of 7 papers was conducted in Iran, however 6 of them were
performed in partnership with researchers from other countries: 1 paper with the United Kingdom; 1 with Australia; 1 with the
United States: 1 with the United States and Croatia; and 1 with Mexico. The diversity of countries involved m these studies
proves that the CUR and PIP co-administration for providing different pharmacological effects is something of interest
worldwide and that the possible biological effects of CUR and PIP, mainly those related to the blood lipid levels and the
cardiovascular nsk. remain as a question to be answered by science.

Considering the dosage used, a range of doses was reported. CUR was used in a wide range of 25 to 1000 mg/kg/day.
while PIP was administrated from 5 to 40 mg/kg/day. These differences can certainly influence the expected phannacological
effects. In addition, a standard dose of CUR and PIP cannot be established for the proposed goals.
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Figure 1. Flowchart of the paper selection steps
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Table 1. Analysis of chosen papers according to the inclusion criteria that investigated the in vivo effect of

curcumnin and pipenne co-administration on the lipid profile and the cardiovascular risk

* MDA (pmolL), liver (jumol/L/g tissue),
SOD (U/mg protein), CAT (uKat/mg
protein), GSH-Px (pKatmg protein),
GSH (mmol/L/g tissue), and HDL-c
remained unchanged;

* Reduction m the levels of total
cholesterol (mmol/L) and liver PCO
(nmol/'mg protemn):

* Increased levels of ALT, AST, and ALP
(puKatL),

Paper Alm Country Sample(s) Results Reference
In relation to the contol group, the
following results were found:
To check if the * Increase m the chicken weight gain as
cummnnund piperine 0.5% Piper fnnctio.n of food intake; :
m—udn!xmsml’ou na nigrum L.+ * Increase i the total protem content _
basal diet can improve Egypt 0.5% Olra.lma (g/dL); ) Abou-Elkhair et
the performance and 2 s T » Absence of significant differences in the al.. 2014
the health status of ga L. levels of ALB (g/dL), cholesterol
chickens, including the (mg/dl), TG (mg/dL), ALT (U/100
blood parameters mL). globulin (g/dL), AST (U/100 mL),
and ALP (mg/dL);
* Reduction in glucose levels (g/dL).
; In relation to the control group. the
T verify the effect of following results were achieved:
a basal diet plus the NG s diff ded
combination of n o ot of AST (V). ALT | Abbuiametsl
; Jims mn s 22
f,‘x’l’fmf’;‘m 0 o (UI'L), LDH (UVL), LDL-c (mg/dL), 2012
chickens, includiog HDL-¢ (mgdL), TG (mgdL), total
their blood s cholesterol (mg/dL), Na® (mEg/l), K*
i (mEg/L), and CI- (mEg/L).
In relation to the control group, the
following results were observed:
For the group teated with 90 mg/kg
curcumin + 20 mg/kg piperine:
* Reduction in blood glucose level
(mmolL), TG (mmolL), total
cholesterol (mmol/L). glucose
90 (mmol/L/24h), urea (mmol/L/24h), and
mg.kg+ urnnary  protems (umolL/24h). In
“;;mm'.:g additon, decreased serum levels of
Srech ALT, AST. ALP (uKavL), MDA
- (umol/L), liver (pmolL/g tissuc), and
liver PCO (nmol‘mg protein); )
To nvestigate the * HDL-¢, GSH-Px (uKat/mg protein), and
effect of the curcumin GSH (mmol/L/g tissue) levels remained
and piperine co- unchanged;
administration i a = Increased levels of SOD (U/mg protein), s
particular yogurt on Brazl CAT (uKatmg protein). 2014 a
physiological and For the group treated with 90 mgkg =
biochemical curcumin + 40 mg’kg piperine:
parameters of rats with * There were no significant differences in
induced diabetes 90 me/ke blood glicose level (mmolL), TG
DO (mmol/L), glycosuria (mmol/L/24h),
: 40 me/} urea (mmol/'L/24h), and urinary proteins
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100 mg’kg
curcumnin + Regarding to the control group, all 3 groups
20 mg'kg showed:
piperine; » Improve in the electrocardiographic
To evaluate the parameters: heart hate (beats/min), QRS
efficacy of the 50 mg/kg RR. PR interval (ms). and QT segment
curcumin and piperine India curcumin + (ms): Chakraborty et
co-administration 20 mg'kg = Reduction of AST, ALT. ALP, CK-MB, al. 2017
against induced piperine: CK-NAC. LDH (U/L), total cholesterol,
cardiotoxicity in rats TG (mg/dL), and TBARS (umts'mg of
25 mg'kg protein).
curcumnin + » Increased levels of SOD (U/mg protein)
20 mg'kg and CAT (U/mg protein).
piperine
In relation to the control group, the
following results were recorded:
To study the effect of ) ?':week o?nzlaotzfe:tl:&m E: e
;hcm?:_nm = There was no significant reduction in the
: s RS 100 mg/'kg/day aortic wall thickness:
pminsration e | Slovakia | curcumin+ | * There was a reduction in the levels of [ HIAKOovI
pressire and the sorta 20 mg/'kg/day PTAH and collagen I: 9
rewmodeling is NO- piperine * Increase in actin levels_:
deBcicat vats * No significant  differences  were
observed in the levels of elastin,
collagen III, total collagen content,
CSA, and Van Gieson.
In relation to the control group, the
following results were achieved:
= Reduction in the levels of cholesterol
(mmolL) in serum, TG (mmol/L) in
serum. and cholesterol (mmol/L) 1n bile;
;o WW_':] 2:‘;‘:;:::; 500 m’kg = Low change in the Ilevels of
co-administration on China curcumin + phosphohpld.and I?lle acid (nmob'l.) Lietal, 2015
; = 70% reduction i the incidence of
Tats snb]_oﬂqd toa 29 mg/'kg cholesterol gallstones;
lithogenic diet Fpene * Decreased liver weigfu:
= Protective effect against lithogenic diet,
histopathological changes mhibited:
* Reduction in the NPC1L1 and SREBP2
expression.
In relation to the conwol group, the
following results were obtained:
To analyzq tl}e d‘.'“s = Reduction of the total bodv fat
of the admimistration 1000 mg/kg percentage: )
;f'hc Combluation.of USA S * Reduction in the levels of IL-1f and Mnyar;awu a8
iperine m!d and J 50 mg'kg KC/GRO: 2018
Curcwmin m rats with apan piperine 2 s =
obesity-induced * There were no stanstically significant
differences i the fevels of IFN-y, IL-10,
IL-12p70. and IL-6.
To investgate the
effect of curcumin and 1000 mg/day In relation to the control group, the
pipenine co- Iran Rk following data were observed: ;
administration on the | and United cmmmads T | No significant change was found Mmhﬁg’;{; eal,
serum levels of Kmgdom g/ cay regarding to the serum sdLDL-c content =
sdLDL-c in obese P in these indrviduals,
individuals
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To evaluate the effect i n}géi %?0 In relation 1o the control group, the
of curcumin and 10 mg/day of following results were evidenced:
pipefix_ne co- Iran and Bioperine® * Reduction in LDL-¢, non-HDL-c, total Panahi et al
ipdprofeof | Auwtmlia | (exmctof Pper |, 3O AP0 2014
individuals with . lc ;‘;?;‘;? M| s There was no significant change m
metabolic syndrome piperh-:e) sdl.DL-c,
To report the effect of 1000 me/day In relation to the control group. the
ondminiaionon | fmomd | cucumioids « | PUTTEQRNEORIE L | Pasabictal,
oxidative indexes in USA 10 qxg,-'d'ay of capacity and SOD activity; 2016
diabetic individuals PPaae * Reduction of MDA activity.
To analyze the effect In relation to the control group, the
of curcumin and ; following results were achieved:
A Iran. 1000 mg/day 2 v :
Pmnisration on e | €008 | ewrounmoids + | T R RO Panalil ctal,
linid g and 10 mg/day « Th J 4 .'f o th 2017
lipid parameters in USA pipesine ere was no significant change m the
individuals with type 2 levels of total cholesterol, TG, LDL-¢c
diabetes and non-HDL-c.
In relation to the control group, the
N following data were observed:
To investigate the Z ; rgainia
effect of curcumin and :if;:;f};f’“ in weight (kg) and BMI
plpl mmcf:- 500 mg/day . Reducti;)n i blood glucose level
glycemiic h;‘a:: =" Iran and curcummoids + (mg.r‘dL.): ‘ Panahi et al.,
inﬂamma‘t ! Mexico 5 mg,day * Reduction of HbAlc (%). C-peptide 2018
p er:ni'yn piperine (ng/mL), ALT (U’L), and AST (U/L):
indm?mvi dualsﬂ' with type 2 * There was no significant change in
disbetes msulin (mIU/L), hs-CRP (g/L), Cr
(mg/dL), HOMA-IR. HOMA-p. and
HSL
In relation to the comtrol group, the
following results were recorded:
To evaluate the effect * Reductionin ALB (g/dL);
of curcumin and * There was no significant change in the
piperine co- levels of BIL (mg/dL), TG (mg/dL),
administration on liver 500 mg/day HDL-c (mg/dL), ferritin (ug/L), LDH
enzymes, lipid profile, Iranand | curcuminoids + (U/L), FPG (mg/dL), HbAlc (%), BUN Panahi et al.,
glycemic indexes, and USA 5 mg/day (mg/dL), Cr (mg/dL), TSH (mIU/L). 2019
disease severity m piperine WBC (10%L), RBC (10°/L). Pit (10°/L),
individuals with ALT (UL), AST (UL). ALP (UL), Hb
nonalcoholic fatty (z/dL). HCT (%), ESR (mumy/hr), Fe
liver disease (ng/dL), and TIBC (ug/dL):
* Significant reduction in the NAFLD
severity.
0.1% curcumin +
20 me'kg
piperine In relation to the control group, the
To observe the effect following data were found:
of curcumin and 0.25% * Relative decrease in the mass of liver
pipernne co- curcumin + and heart; .
administrstioncnthe |  Egypt 20mgkg | = No difference was observed in the body | SOlman Ghada,
lipid profile of normal piperine mass gain; 405
and hyperlipidemic * Decreased levels of cholesterol, LDL-c,
rats 0.5% curcumim VLDL-¢, TG, and phospholipids:
+ * Increase in HDL-c.
20 me'’kg
pipernne
To detect the China In relation to the control group, the | Tuetal, 2014
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hypocholestero-lemic 100 mg'kg/'day | following data were obtained:
effect of curcumm and curcimin + * Decreased levels of total cholesterol
pipenine co- S mg'kg/day (mmol'L), TG (mmolL), and LDL-c
admimstration on rats pipenine (mmol/L);
subjected to a high-fat * Increase in HDL-c (mmoll) and
diet ApoAl (g/L):

* No significant change m ApoB (g'L):

* Decreased levels of total cholesterol and
TG in liver (pnmol/g of liver);

* Increased levels of total cholesterol, TG.
and total bile acid i the stools (junol'g
of stools/day);

» Increased activity of LCAT
(nmolh/mL) and CYPTAL (nmol/h'mg
protein).

Abbreviations:

ALB: albumsn ALP: alkabee phosphatase; ApoAl: spobproten Al ApeB: apobpeotein B, ALT: almune apunotmaferase; AST: aspartate
aunotrmsferase, BIL: ilsubon, BMI: body mass mdex. BUN: blood urea mtrogen, CAT: catalase, C1: clorelo 1on, CK-MB: creatme kanase mb fraction,
CK-NAC: creatme kmase; Cr: creatinine. CSA: cross sectional area, CYP7AL: cholesterol 7a ~hydroxylase, ESR: erythrocyte sedimentation mate; FBS:
fasting plasma glucose, Fe: wou FPG: fastmg plasma glicose, GRO: human growth-regulsted oncogene, GSH: ghitsthione. GSH-Px: glitathone
penmdae activity, Hb: bemoglobm, HbAle: glyeatsd hemoglobm, HCT: b . HDL-c: hgh density bipoprotein cholesterol, HOMA-f: the

mode] P cell fi HOMAIR: the b mode] asse d msubn resstance, hs-CRP: hagh-senatvaty C-
reactive profem, HSI: hepatic nwonc wdex; IFN-y; umterferon gama; IL-1f: mterdeukan | beta, IL-6: mterlenkm 6. n.-m mierleuian 10, TL-12 (p70);
wterlendan 12 disulfide-lmked heterodmmenc 70-kDa cytokme, K potassium son. KC: keratnocytes-derived chemolane, LCAT: lecstlun cholesterol
acyltnsfense. LDH: lactate dehydrogenase. LDL-c: low density Iipoprotesn cholesterol, Lp (a): lpopr (2), MDA: malondumidelyyde Na™: sodium jon,
NAFLD: nonalcoholic fatty liver disease; NPC1L1: Niemamn-Pick C1-Like | protein, PCO: protemn carbony] content Pit: platelet, PR interval; 1 the time
from the omset of the P wave % the start of the QRS complex on the electocardiogram, PTAH: photungsten acid-hematoxybn stmmng method; QRS
{nterval: waves represent venmicular depolanzation; QT segment: total duration of veateular depolanzation. RBC: red blood cell, RR interval: the time
elapred between two successive R waves of the QRS szmal on the electrocarhopram, sdLDL-¢: snall dense Jow denaty 1 cholesterol, SOD:
superoxade dmmutase, SREBP2: sterol regulatory element-bindmg protem 2. TAC: total antoxadant capacity. TBARS: “thobmtntric ackd eachve
mbstances, TG: tnglyeendas. TIBC: total won-btoding capacity, TSH: thyrowd-stunulsting hommone, UA: unce acid, Van Gleson: Van Gieson stamung
method. VEDL-c: very low denxty lipoprotem cholesterol, WBC: winte blood cell. Fonte Dados da pesquisa (2015)

Regarding to the aim of the study and its mam findings. Abou-Elkhair et al. (2014) investigated the effect of using a
basal diet plus the CUR and PIP co-admmistration on the performance and the health status of chickens, includmg several
blood parameters. These phytopharmaceuticals added to the diet mereased the ckichen weight and the total protein content, and
reduced the glucose level. However, no change occurred in the levels of total cholesterol, triglycerides (TG), aspartate
amnotransferase (AST), and alkalme phosphatase (ALP) using C. Jonga extract and P. nigrum extract both at 0.5%.

Akbarian et al. (2012) reported a similar study to Abou-Elkhair et al. (2014) using a basal diet plus the CUR and PIP
co-admmistration in chickens, inchiding some additional blood parameters. No significant difference was either observed for
lactate dehydrogenase (LLDH), low density lipoprotein cholesterol (LDL-c), high density lipoprotein cholesterol (HDL-c), and
potassium ion (K~).

Arcaro and co-authors (2014) studied the effects of an experimental yogurt contammg CUR and/or PIP on the
biological and biochemical parameters of STZ-diabetic rats. The treatment using CUR at 90 mg'kg and PIP at 20 mgkg
decreased glucose, TG. total cholesterol, AST, ALP, and malondialdehyde (MDA). The levels of HDL-¢, glutathione
peroxidase (GSH-Px), and glutathione (GSH) remamed unchanged, Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
presented mcreased values. When higher amount of PIP (40 mg'kg) was associated with CUR. no additional benefit was
achieved. Several mechanisms have been described to explain the antidiabetic activity involving CUR as the stimulation of
insulin secretion by pancreatic beta cells, the increasing of muscle tissue, and the loss of body weight by reducmg food intake
(Best et al., 2007). Other mechanisms have been reported, including the inhibition of hepatic gluconeogenesis and the
increased glucose uptake by muscle tissue, which are based on the activation of adenosme monophosphate (AMP)-activated
protein kinase (AMPK) by CUR (Ejaz et al.. 2009). These mdirect effects on blood ghicose of CUR show high relevance m
this study smce DM produces mflammation and excessive availabifity of energy-rich substrates (glucose and/or free fatty
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acids), which increase the production of triglycende-rich lipoproteins and may lead to a higher cardiovascular risk (Parhofer,
2015). The authors (Arcaro et al., 2014) also detailed that CUR decreased AST. ALP, and MDA. which promote an additive
effect since high levels of these enzymes would are related to higher oxidative stress and tissue damage. Unfortunately, these
results were statistically similar to those observed for STZ-diabetic rats reated with CUR alone, which represent that PIP did
not show any effect on the aforementioned antidiabetic properties and antioxidant activity,

Chakraborty et al. (2017) described that the CUR and PIP co-administration improved some electrocardiographic
parameters and presented a sigmificant effect against induced cardiotoxicity, CUR at 50 mg/kg and PIP at 20 mg'kg
demonstrated the better results, which were superior to those found for the CUR group. These authors aftributed the enhanced
effect of these phytopharmaceuticals for three reasons: (a) PIP increased the bioavailability of CUR: (b) CUR and PIP
demonstrated antioxidant activity: and (¢) CUR also enhanced the nitric oxide (NO) release.

Hlavackova ct al. (2018) reported the effect of CUR and PIP at 100 and 20 mg'kg, respectively, on blood pressure and
aortic remodeling in NO-deficient rats. The co-administration prevented the increase in blood pressure on 3-week treatment.
CUR and PIP also lead to the vascular remodeling and the high elastin level m the blood vessel walls possibly due to the
inhibition of matrix metalloproteinase 2 (Banerji et al., 2004). These findings show relevance in this study since atherosclerosis
may give rnse to acute myocardial infarction and the remodeling of artery vessels can prevent this serious pathologic event.

Li et al. (2015) described the effect of CUR and PIP co-admmistration on rats subjected to a lithogenic diet. This
combination reduced total cholesterol and TG in blood and bile cholesterol. In addition, the gallstone incidence was decreased
i 70%. These authors explamed these suitable results based on the followmg rationale: (a) CUR is able to prevent the
gallstone formation probably by reducing the expression of the Niemann-Pick C1 like mtracellular cholesterol transporter 1
protein (NPCIL1), (b) PIP may mcrease the CUR bioavailability, and (¢) PIP is capable of reducing serum cholesterol levels
through its mternalization by cholesterol transporting proteims (Duangjai et al., 2013).

Miyazawa et al. (2018) demonstrated the effects of CUR and PIP co-administration obese rats and reported that this
combination induced the total body fat loss and the mflammation suppression. According to these authors, these two
substances reduces the production of inflamunatory cytokines. such as interleukm 1 beta (IL-1p) and keratinocytes-derived
chemokine (KC)Vhuman growth-regulated oncogene (GRO) in plasma. However, CUR and PIP did not decrease the expression
of mterferon gama (IFN-y), mterleukin 10 (IL-10), interleukin 12 disulfide-linked heterodimeric 70-kDa cytokine (IL-12 p70),
and mterleukm 6 (IL-6). Mivazawa ct al. (2018) postulated that the cytokines decrease had no connection to the mcrease of
CUR bioavailability by PIP, but was due to its anti-mflammatory and antioxidant properties, which enhanced the final activity.
The authors suggested further studies for clarifyimg the effect of CUR and PIP co-admmistration on reducing the oxidative
stress.

Moohebati et al. (2014) studied the effect of curcuminoids at 1000 mg/day and PIP at 5 mg/day on the serum levels of
LDL-c of obese mdividuals and observed no significant response. These authors proposed that the cardiovascular effects of
curcuminoids might occur by mechanisms that were mainly related to TG levels and did not affect LDL-c subfractions.
Mochebati et al. (2014) affimmed the importance of exploring the impact of these substances on serum lipoproteins in more
depth.

Panahi ¢t al. (2014) reported the effect of CUR and PIP co-administration on the lipid profile of humans with
metabolic syndrome, Reduced values for LDL-¢, non-high-density lipoprotein cholesterol (non-HDL-c), total cholesterol, TG
and lipoprotem (a) [Lp(a)] were achieved. The increase in HDL-c was also found. Further studies including a high dose and a
longer treatment time were suggested. The anthors mentioned that several molecular and cellular mechanists have been
described to explain the effect of curcuminoids on lipids, such as the inhibition of lipid biosynthesis by the negative regulation
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of lipogenic factors, such as HMG-CoA, sterol regulatory element-binding proteins 1 and/or 2 (SREBP-1/2), and fatty acid
synthase. The catabolic stimulus, the biliary excretion of lipids, and the lipid mobilization from adipose tissue (Shin et al .
2011: Zhao et al., 2008) were also mvolved. Panahi et al. (2014) recommended that an adjuvant therapy nsing CUR and PIP
for a long-lasting treatment could enhance the effect of statins on blood lipid kevels.

Panahi et al. (2016) evaluated the CUR and PIP co-administration concenung to the oxidative indices in diabetic
individuals. These authors observed an increase m the total senun antioxidant capacity after 12 weeks. The oxidative stress has
been involved in harmful damage in type 2 DM patients, which has been led to the long-term complications. In that sense,
these substances could be used safely by this particular group due to the antioxidant activity. These authors explamed that
curcummoids show phenolic hydroxyl functional groups, which can decrease the NO bioavailability and can protect agamst
reactive mtermediates. These compounds can also chelate redox-active metals and can suppress cham reactions that produce
radicals mduced by metal 1ons (Baum & Ng, 2004). However, new studies should be further performed to confirm its long-
term mnpact, includmg at the cardiovascular level.

Panahi et al, (2017) investigated the effect of CUR and PIP co-administration on lipid parameters m DM2 individuals
and described their ability to reduce the semam level of Lp(a) and to increase the HDIL-c vahie, while the other lipoproteins did
not change. The authors suggested that these phytophannaceuticals could be used as a dietary supplement for treating
dyslipidemsa by DM2 patients. Panahi et al. (2017) also discussed that high levels of Lp{a) have been considered an important
risk factor for premature atherosclerosis, regardless of LDL-¢ and non-HDL-¢ levels, Therefore, the finding that CUR and PIP
can decrease Lp(a) in these patients is very climcally relevant (Agwmar et al,, 2015; Reiner, 2013).

The CUR and PIP co-administration was also studied regarding the effect on blood glucose, hepatic and inflimmatory
parameters in DM2 individuals by Panalu et al (2018). Lower blood glucose, as well as reduced liver parameters were
reported. The antidiabetic effect of CUR and PIP was attributed to the hepatic ghicose production decrease by the activation of
AMPK and the inhibition of glucose-6-phosphatase and phosphoenolpymvate carboxylase (Fujiwara et al.. 2008; Meghana et
al., 2007). Curcuminoids can also protect pancreatic islets against oxidative stress, eliminate free radicals and improve the -
cell function (Seo et al. 2008). The current authors suggested again that long-term clinical trials are required to elucidate the
anfi-cdhabetic and hepatoprotective properties of CUR and PIP in DM2 patients to venfy their effect on vascular complications,

Panahi et al. (2019) investigated the effect of CUR and PIP co-administration on liver enzymes, lipid profile,
glycemic mdexes, and disease seventy in individuals with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). The results demonstrated
the hepatoprotective effect of these natural products in combination by reducing the disease severity due to the inhibition of
liver lipogenesis. These data are m agreement with literature since the bile acid metabolism decreased liver steatosts and
reversed serum lipid fevels abnonmalities in mice with NAFLD (Yan et al. 2018). The possible mechanism of action of CUR
could be explained by activating AMPK and by mhibiting SREBP-1. which could reduce the hepatic fat accumulation in obese
mice and could prevent hepatic steatosis (Um et al., 2013). Another mechanism coukd be the SREBP-1 expression and the
inhibition of SREBP-2 and LDL-c receiver genes (LDL-R), which could restore the lipid storage capacity of hepatic stellate
cells and could protect against steatosis and liver fibrosis (Chen & Zheng, 2008; Graham, 2009; Kang & Chen, 2009a; Kang &
Chen, 2009b).

Soliman Ghada (2005) described the effect of CUR and PIP co-administration on the lipid profile of normal and
hyperlipidemic rats. Decreased levels of cholesterol. LDL-c. very low-density lipoprotem cholesterol (VLDL-¢). TG. and
phospholipids were recorded. In addition, increased levels of HDL-¢ were achieved, The aforementioned authors suggested
that this drug combination could be used m the treatment of cardiovascular diseases since PIP provided an mcreased
bioavailability for CUR. As supposed mechanisms of action, CUR interfered with the intestinal cholesterol uptake, improved
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the cholesterol conversion in bile acids, increased the bile acid excretion, and inhibited lipid peroxidation that led to cholesterol
reduction (Patil & Srinivasan, 1971: Soudamim et al, 1992; Sregjayan. 1994).

Tu et al. (2014) studied the hypocholesterolemic effects of CUR and PIP co-admmistration in mts subjected to a high-
fat diet. These phytopharmaceutics were able to decrease serum and hepatic levels of total cholesterol, TG, LDL-c, besides
mcreasing HDL-¢ levels and fecal levels of romal cholesterol. TG, and total bile acid CUR and PIP regulated the gene
expression levels of Apolipoprotein Al (ApoAl), lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT), cholesterol 7 alpha-hydroxylase
(CYP7AIL), and LDL-R (Yiu et al, 2011). This study demonstrated that the drig co-administration showed high efficacy than
CUR alone aganst hypercalonc diets, Tu et al. (2014) suggested that the mechanmsm of action mvolved the increase of
cholesterol efflux to the HDL-¢ particles and of ApoAl and LCAT mRNA levels (Anand et al, 2007; Shoba et al., 1998;
Srinivasan, 2007; Suresh & Srmivasan. 2010).

When comparing the results obtamed for these 15 studies (Table 1), 6 papers demonstrated that the CUR and PIP co-
administration reduced the total cholesterol levels (Arcaro et al,, 2014; Chakraborty et al., 2017; Li et al., 2015; Panahi et al,
2014: Soliman Ghada. 2005: Tu et al.. 2014), while 2 other papers reported no significant change for this assay parameter
(Akbarian et al., 2012; Panahi et al., 2017). Regarding to the TG levels, 6 chosen studies showed the TG reduction (Arcaro et
al., 2014; Chakmaborty et al., 2017; L1 et al,, 2015; Panahi et al,, 2014; Soliman Ghada, 2005: Tu et al,, 2014). No sigmficant
difference in the TG levels was observed by Abou-Elkhair et al. (2014), Akbanan et al. (2012), Panahi et al, (2017), and
Panahi et al. (2019). One of the CUR and PIP combination tested by Arcaro et al (2014) also presented no significant
difference m TG.

The CUR and PIP co-administration decreased LDL-c levels in 3 papers (Panahi et al., 2014; Soliman Ghada, 2005;
Tu et al, 2014). while LDL-¢ remained unchanged in 4 other studies (Akbarian et al., 2012; Arcaro et al., 2014; Mookebati et
al., 2014; Panahi et al., 2017). For HDL-c levels, 4 tnals described an increase in this assay parameter (Panahi et al,, 2014;
Panahi et al, 2017; Soliman Ghada, 2005; Tu et al. 2014), while 3 other papers showed no significant difference when
compared with the control group (Akbarian et al., 2012: Arcaro et al., 2014: Panahi et al.. 2019). LP(a) was decreased in the
studies performed by Panahi et al. (2014) and Panahi ¢ al. (2016). Tu et al. (2014) was the only study that assessed the Apo
Al and Apo B levels, when the CUR and PIP co-administration was used. Apo Al showed an increase, while Apo B remained
unchanged.

Two chosen studied (Chakraborty et al., 2017; Panahi et al., 2018) observed a decrease in AST and ALT values.
These parameters remained statistically similar to the control for Akbarian et al (2012) and Panahi et al. (2019). The dmug
combination containing lower PIP content tested by Arcaro ¢t al. (2014) reduced AST, ALT, and ALP levels, while the
combination contaming higher PIP dose led to an increase of these biochemical parameters. A reduction in ALP was reported
by Chakraborty et al. (2017). Panahi et al. (2019) described no significant difference for ALP. Two papers demonstrated that
the CUR and PIP co-administration reduced the LDH levels (Arcaro et al., 2014; Chakyaborty et al.. 2017), while 2 other
studied reported no significant change for this assay parameter when compared to control (Akbarian et al_, 2012; Panali et al .,
2019).

An increase in the CAT and SOD concentration was observed in the studies camried out by Chakraborty et al. (2017)
and Arcaro et al. (2014), when lower PIP amount was used. SOD was also measured by Panalu et al. (2016). who reported an
mcrease in its level Panahi et al. (2017) observed a reduction in the MDA levels. as well as Arcaro et al. (2014) at lower PIP
concentration. A decrease in blood glucose levels were recorded in 2 papers (Arcaro et al.,, 2014; Panahi et al,, 2018).

In brief, the CUR and PIP co-admimstration generally demonstrated positive effects on lipid profile in animals and
humans by reducmng total cholesterol, tnglvcendes, and LP(a) and by mcreasing HDL-C. In spite of no long-term chnical tmal
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was camed out for investgating the effect of CUR and PIP co-administration on cardiovascular events, the reduction of
glucose, AST, and ALP, and the increase of CAT and SOD were recorded as secondary serum markers fo avoid the
cardiovascular nsk. No particular dose was used as a standard. Therefore, the studies usually report that co-administration of
CUR and PIP at different doses shows efficacy for reducmg serum lipids. The effect on preventmg cardiovascular events by
reducing the cardiovascular risk is lacking of direct evidence.

The differences observed m the aforementioned clinical trials may be due to the heterogeneity of the studies, since
diverse dosages of CUR and PIP were reported. In addition, different ammal species or human groups, time intervals, and
matrices as yogurt were also used. besides the phytopharmaceutical composition was varied since the curcuminoids were
described in some papers. Hence, these was some confounding factors that hinder the question analysis as outlined. Therefore,
it is recommended to perform a meta-analysis study in order to facilitate the data understanding, to compare the obtained
results more accurately by suitable statistical techmques, and to draw more reliable conchisions or even new information
(Egger & Smith, 1997: Filbo et al., 2014). In addition to the meta-analysis. further long-lasting clinical trials with appropriate
standard parameters must be performed m order to evidently ensure the effect of CUR and PIP co-administration on the lipid
profile and the cardiovascular nisk.

Pivachaturawat et al. (1983) who reported histopathological changes in rats described the PIP toxicity in doses
ranging from 100 to 500 mg'kg. Thus, its long-term use should be more widely investigated. Burgos-Moron et al. (2010) sent a
letter to the International Journal of Cancer reporting that the CUR and PIP co-administration may present some negative
effects. In this document, the authors described that PIP have been usually used in order to increase the CUR levels in the
hiological tissues. However, they reported that PIP has been described as a drug inhibitor of the cytochrome P450 metabolism
and may cause toxicity in people who are using certain medications. Besides. they recorded some reports that demonstrated the
CUR toxicity m certam situations. Thus, Burgos-Moron et al, (2010) suggested that a risk-benefit profile should be established
for the safety use of CUR and PIP.

4. Conclusion

According to the chosen studies, different CUR and PIP combinations have been investigated m experimental models
in order to evaluate the effect on the lipid profile and the reduction of cardiovascular risk. Tt was observed that the
concentrations of 100, 500, and 1000 mg'kg/day for CUR. and 5, 10. and 20 mg/kg/day for PIP were widely used.

The CUR and PIP co-administration usually demonstrated positive effects on lipid profile in clinical studies imvolving
animals and humans by reducing total cholesterol, triglycerides, and I P(a) and by mereasmg HDL-C. In spite of no long-term
clinical trial was performed for evaluatmg the effect of CUR and PIP co-administration on cardiovascular events, the reduction
of glucose. AST. and ALP. and the increase of CAT and SOD were recognized as secondary serum markers 1o circumvent the
cardiovascular risk. Therefore, a meta-analysis or further standardized long-lasting clinical trial should be performed.

In summary, the studies generally report that co-admimstration of CUR and PIP at different doses shows certamn
efficacy for reducmg serum lipids. The effect on preventing cardiovascular events by reducing the cardiovascular risk s
lacking of direct evidence. Safety and toxicology 15sue remain unknown,
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