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RESUMO

OLIVEIRA, S.R.P. Liberacdo controlada de farmacos em scaffolds
eletrofiados de Policaprolactona (PCL) e Piperina (PIP) na engenharia
tecidual 6ssea. 2022. 58 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade

Estadual do Piaui. Teresina.

Scaffolds poliméricos com farmacos tém sido intensivamente estudados no campo da cirurgia
ortopédica devido a capacidade de libertarem o farmaco de uma forma controlada e direcionada
no local desejado. Nesse contexto, a eletrofiacdo é uma técnica promissora para produzir
scaffolds utilizando polimeros biodegradaveis e biocompativeis. No presente estudo, scaffolds
de Policaprolactona (PCL) com Piperina (PIP) incorporada em diferentes concentracées (1, 3 e
5%) foram obtidos por eletrofiacdo. Os grupos eletrofiados PCL, PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% e
PCL/PIP 5% foram analisados por espectroscopia UV-Vis para identificacdo do farmaco
incorporado e avaliar a liberacdo controlada do mesmo. Além disso, o reparo Osseo foi
verificado por espectroscopia raman através de dados de vibragdo "1PO43- obtidos por analise
in vivo. A morfologia e o didmetro das nanofibras foram obtidos por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Os scaffolds PCL, PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3%, PCL/PIP 5%, apresentaram
diametros 0,0015+0,002pm, 1,08+0,007um, 1,09+0,02um, 0,59+0,016um, respectivamente. A
liberacédo de piperina foi pronunciada apés 15 dias. Portanto, aos 30 dias, o scaffold PCL/PIP
1% liberou 64%= 0,00062, enquanto os scaffolds PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% liberaram apenas
16,06+0,00012 e 9,08%=0,00031, respectivamente. A espectroscopia Raman, por meio de
analise estatistica, mostrou a énfase de reparo 6sseo significativo no grupo PCL/PIP1% aos 15
dias em relacdo ao PCL/PIP 3% e 5%, conforme previsto na liberacdo sustentada desses
scaffolds. No entanto, aos 30 dias, os dados estatisticos mostraram um padrdo de reparacéo
0ssea entre 0S grupos.

Palavras-chave: Eletrofiacdo, Policaprolactona, Piperina, liberacdo controlada, reparacédo
0ssea.



ABSTRACT

Polymeric drug scaffolds have been intensively studied in the field of orthopedic surgery
due to their ability to release the drug in a controlled and targeted manner at the desired location.
In this context, electrospinning is a promising technique to produce scaffolds using
biodegradable and biocompatible polymers. In the present study, scaffolds of Polycaprolactone
(PCL) with Piperine (PIP) incorporated at different concentrations (1, 3 and 5%) were obtained
by electrospinning. The electrospun groups PCL, PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% and PCL/PIP 5%
were analyzed by UV-vis spectroscopy to identify the incorporated drug and evaluate its
controlled release. In addition, bone repair was verified by Raman spectroscopy using "1PO43-
vibration data obtained by in vivo analysis. The morphology and diameter of the nanofibers
were obtained by scanning electron microscopy (SEM). The scaffolds PCL, PCL/PIP 1%,
PCL/PIP 3%, PCL/PIP 5%, showed diameters 0.0015+0.002um, 1.08+0.007pum, 1.09£0.02um,
0.59+0.016um, respectively. The release of piperine was pronounced after 15 days. Therefore,
at 30 days, the PCL/PIP 1% scaffold released 64%+0.00062, while the PCL/PIP 3% and
PCL/PIP 5% scaffolds released only 16.06+0.00012 and 9.08%z=0.00031, respectively. Raman
spectroscopy, by statistical analysis, showed the emphasis of significant bone repair in the
PCL/PIP1% group at 15 days compared to PCL/PIP 3% and 5%, as predicted in the sustained
release of these scaffolds. However, at 30 days, the statistical data showed a pattern of bone

repair between the groups.

Keywords: Electrospinning, Polycaprolactone, Piperine, controlled release, bone repair.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Apresentacao

As fraturas 6sseas, além das 6bvias consequéncias a salde dos individuos, apresentam
significativo impacto na saude publica, tendo em vista os altos indices de mortalidade
provocados em acidentes de transito [1,2]. O processo de consolidacdo da fratura é altamente
dindmico e complexo e, atualmente, a maioria dos materiais utilizados em fraturas na cirurgia
sdo implantes metalicos (titanio, aco inoxidavel, e ligas metalicas), que podem provocar
complicagdes como infecces, rejeicdo do implante ao tecido ésseo, e/ou intolerancia ao metal
[3].

No campo da engenharia tecidual 6ssea (ETO), novos dispositivos biomédicos sdo de
fundamental relevancia para regeneracdo do tecido Osseo danificado por fraturas, que
inviabilizam as fun¢des motoras do organismo [4,5,6]. A aplicacdo de farmacos em ETO é
muito ampla e um campo de pesquisa de interesse relevante. Nos ultimos anos, o foco da
engenharia de tecidos 6sseos é o uso de scaffolds poliméricos carreadores de farmacos para a
liberacdo sustentada, pois é um sistema de entrega para curar o defeito ésseo, além de prevenir
infeccOes recorrentes, que agregam valor aos scaffolds [7].

Os scaffolds sdo suportes estruturais para fixacdo e regeneracdo de tecidos [8], pois
apresentam uma estrutura tridimensional que mimetiza a matriz extracelular, permitindo a
adesdo, migracdo e proliferacdo celular que resulta na regeneracao do tecido 6sseo [8,9]. Neste
sentido, varias pesquisas tem demonstrado que a eletrofiacdo ou electrospinning é um processo
viavel para fabricar scaffolds com tais propriedades. A incorporacdo do farmaco nas fibras
obtidas por eletrofiacdo da-se normalmente em simultdneo com a formac&o destas, através da
simples dissolugdo ou dispersdo do farmaco na solucéo polimérica submetida ao processo de
eletrofiacdo [10].

Uma das suas principais vantagens é manter os medicamentos em niveis terapéuticos
ideais no corpo durante o tratamento. Nesse cenario, os scaffolds poliméricos sdo ideais para

carregamento, pois liberam o farmaco incorporado em uma taxa de liberagdo desejada durante
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todo o tempo da terapia [11]. Além disso, atuam como carreadores de drogas ao incorporar 0
farmaco e reté-lo até atingir o alvo especifico, ser gradualmente degradado, e entregar a droga
de forma controlada ao longo do tempo [12,13].

Todos esses critérios sdo bem atendidos pela policaprolactona (PCL), um biopolimero
sintético, semi-cristalino, hidrofébico e biodegradavel, que apresenta propriedades mecanicas
flexiveis para o reparo 6sseo, pois sua biocompatibilidade [14,15,16,17,18,19] com diversos
tipos de farmacos permite a distribui¢do uniforme da droga [20,21]. Além disso, apresenta alta
processabilidade e capacidade de manter sua rigidez estrutural no ambiente fisiologico [22].
Neste contexto, uma diversidade de farmacos incorporados a matriz polimérica de PCL tem
recebido especial destaque em aplicacbes biomédicas [23,24].

A piperina, principio pungente da pimenta-do-reino, derivada da espécie Piperacae
nigrum, é um farmaco que possibilita sua incorporacdo a matriz polimérica para a liberagédo
sustentada do farmaco, como um modelo hidrofébico [25]. Além disso, em pesquisas recentes,
a piperina tem demonstrado possuir propriedades osteoprogenitoras, ao induzir a atividade
osteogénica, inibindo a resposta inflamatoria no reparo 6sseo [26] bem como propiciou a
neoformacdo 0ssea em modelos animais osteoporaticos [27].

Nos Ultimos anos, a espectroscopia raman tem apresentado diversas vantagens na sua
utilizacdo, pois, além de ser uma técnica ndo destrutiva, também permite a avaliagdo da
qualidade dssea. Para isto, mede as caracteristicas das frequéncias vibracionais dos cristais de
hidroxiapatita formados a partir da deposicao do ion fosfato ("PO43-) e, pesquisas demonstram
que a concordancia destas medidas com a analise histologica permite a investiga¢ao do reparo
0sseo [25,28,29].

Diante da perspectiva cientifica de incorporacdo de farmacos a biomateriais poliméricos
com propriedades eficazes para o reparo 6sseo em fraturas, o presente estudo visou investigar
a eficéacia dos scaffolds de PCL com piperina através da liberacdo do farmaco no periodo de 15
e 30 dias por espectroscopia Uv- vis e o reparo 6sseo obtido em tibias de ratos por

espectroscopia raman e analise histolégica.
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1.2 Objetivos

Objetivo Geral

Sintetizar scaffolds de PCL e piperina (PIP) para liberacdo controlada de

farmacos na engenharia tecidual 6ssea.

Objetivos especificos

Avaliar a interacdo entre a matriz polimérica de PCL e a piperina nos grupos de
amostras sintetizados através da espectroscopia UV- Vis;

Identificar as disposi¢des e diametros das fibras nos scaffolds por microscopia
eletrénica de varredura (MEV);

Determinar a quantidade da piperina liberada no tempo pré-determinado em
ensaios de Drug delivery das amostras PCL/ PIP por espectroscopia UV- Vis;
Verificar a reparacdo 0ssea das analises in vivo por espectroscopia Raman;
Comparar a liberacdo do farmaco nos scaffolds PCL/PIP com a reparagdo Gssea
obtida com base na andlise estatistica das medidas obtidas nos espectros Raman.
Avaliar a reparacdo 0ssea obtida com base na andlise estatistica das medidas

obtidas na analise histoldgica nos scaffolds PCL/PIP.



Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Liberacao controlada de farmacos na Engenharia tecidual dssea.

A engenharia tecidual consiste numa area multidisciplinar, em que séo aplicados
principios da engenharia e da ciéncia para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos que
permitam a restauracdo, melhoramento e manutencdo de tecidos e 6rgaos [30,31,32]. Desta
forma, os biomateriais na engenharia tecidual possuem o potencial para criar ambientes
sintéticos favoraveis a formacao de tecidos funcionais [33,34,35].

A utilizagdo de biomateriais tem se destacado em pesquisas recentes, devido suas
propriedades osteogénicas e sua biocompatibilidade [36,37]. Dentre estes, temos os polimeros
biodegradaveis, largamente utilizados em aplicagdes biomédicas nos ultimos anos, pois nédo é
necessaria a remocdo do mesmo depois de serem implantados no organismo, reduzindo o risco
para o paciente, além de se degradarem por acdo enzimatica ou hidrolitica produzindo produtos
e subprodutos nao tdxicos para o organismo humano [8,38].

A ETO apresenta excelentes vantagens em relagcdo as terapias convencionais de
tratamento de 0ssos lesados, pois permite a fabricacdo de membranas a partir de biomateriais
poliméricos. Os quais apresentam propriedades que, geralmente, imitam a matriz extracelular
6ssea (MEC) [39,40,41,42,43]. Neste contexto, é relevante a aplicacdo de biomateriais
sintéticos na regeneracdo de tecido 6sseo pelo pouco dano causado aos tecidos saudaveis, boa
dissolugéo e absor¢do no meio fisioldgico, baixo risco de contaminag&o, e estimulo a formacéo
Ossea [4].

Neste contexto, uma gama de sistemas de liberacdo de drogas a partir de biomateriais
poliméricos foram desenvolvidos para obter diferentes padrbes de liberacdo de drogas em
aplicacOes especificas de tratamento [1,44,45,46]. Atualmente, a aplicacdo de biomateriais com
propriedades osteocondutora, osteoindutora e biocompativeis, associada a liberacdo de

farmacos sdo largamente utilizadas na investigacédo da reparagédo 0ssea [47,48,49].
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2.1.1 Tecido 6sseo e a reparagdo em defeitos 6sseos

O tecido 0sseo é dinamico, vascularizado, mantem-se ativo e em crescimento durante
toda a vida do organismo [50,51]. E um tecido conjuntivo especializado, mineralizado, capaz
de suportar forcas mecanicas, e remodelar-se. Além disso, aloja e protege a medula 6ssea,
formadora das células do sangue e contribui na regulacdo metabdlica dos ions calcio, fosfato e
magnésio [52], alem de ser responsavel por varias fungdes e capaz de responder a inimeros
estimulos (p.ex. metabolitos, fisicos e endocrinos) [50].

O conhecimento dos constituintes do tecido 6sseo e sua relagdo na remodelagédo 0ssea
sdo relevantes para a compreensdo da sua atividade bioldgica, sendo o mesmo constituido por
células, matriz extracelular (MEC) e outras substancias fundamentais na reparacdo 6ssea. As

células que o compBem sao as osteoprogenitoras, osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos [52].

Célula osteoprogenitora Ostedcito

Osteoblasto

Osteoclasto

Figura 1. Células Gsseas atuantes na reparacdo 0ssea.
Fonte: TORTORA; DERICKSON, 2016.

Os osteoclastos sdo umas das células do tecido 6sseo que desempenham um papel
importante no desenvolvimento da osteoporose e outras doencgas proprias do aparelho
locomotor. Sua principal fungdo é a reabsorcdo 6ssea, que ocorre através de um conjunto de
enzimas, adesdo e mecanismos de reconhecimento, e assim permite o equilibrio entre a
reabsorcdo e a deposicdo de tecido 6sseo [53,54]. As células de linha osteoblastica sdo
responsaveis pelo processo de formacao e mineraliza¢do do 0sso da matriz 6ssea. Elas agrupam
quatro subposicdes de células: as pré-osteoblasticas, as osteoblasticas maduras, as células de
revestimento dsseo e o0s ostedcitos. Estes sdo altamente ramificados, localizados nas lacunas
Osseas, onde se comunicam entre si e com outras células da superficie dssea, permitindo a

entrada e saida de nutrientes [54].
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No processo de reparacdo Ossea, essa dindmica de reabsor¢cdo e remodelacdo
conjuntamente com outros ions minerais, como calcio e fosforo, e células 6sseas mantém a
microarquitetura do tecido 0sseo e sustentacdo do esqueleto [50, 55].

A remodelagdo Gssea consiste na substituicdo continua do tecido 6sseo antigo pelo
tecido 6sseo neoformado. Este processo envolve reabsorgdo dssea, que consiste, na remogao de
minerais e fibras de coldgeno do o0sso pelos osteoclastos, em contrapartida, os osteoblastos
realizam a deposicdo 0ssea, representada pela adicdo de minerais e de fibras de coldgeno no
0ss0 [55, 56]. O colageno tem um papel fundamental na arquitetura tecidual, especialmente no
tecido 6sseo, em uma ampla variedade de interacdes célula-célula e célula-matriz, pois possui
grande resisténcia mecanica conferida pela sua organizacdo macromolecular que resulta na
formacéo de fibras [52, 57].

Ha décadas, os substitutos Gsseos sintéticos com a propriedade osteocondutora vem
sendo investigados devido a sua estrutura servir de suporte para a migracao celular e deposicéo
Ossea, desta forma, podem ser gradativamente reabsorvidos e simultaneamente substituidos por
novo tecido 6sseo [58,59].

Uma alternativa adequada, atualmente, € desenvolver e utilizar biomateriais que
acelerem ou, a0 menos, permitam o reparo normal e completo do defeito ésseo, diminuindo o
insucesso pos-operatorio [58]. Portanto, um grande desafio para os pesquisadores da area de
engenharia tecidual 6ssea é desenvolver e aperfeicoar técnicas e biomateriais que possam
devolver a estrutura e funcionalidade do tecido 0sseo em situa¢des de perdas dsseas extensas
[60].

2.2 Scaffolds poliméricos na liberacéo controlada de farmacos.

Os Scaffolds sdo estruturas tridimensionais e porosas que permitem o0 suporte e
crescimento de um tecido corporal. Quando implantados de forma in vivo, é necessario que
tenham a porosidade e a capacidade de entregar biomoléculas solUveis e insolUveis, orientando
de forma funcional a regeneracdo de tecidos e 6rgdos defeituosos [61,62,63].

Os scaffolds devem, dessa forma, propiciar um suporte em que as células se proliferem
e diferenciem [8,64,65]. Para auxiliar na regeneracdo e restauracdo de tecidos danificados, a
engenharia de tecidos propicia a sintese de substitutos bioldgicos capazes de reparar, manter,

ou aperfeicoar seu desempenho e atividade [66,67].
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Para a engenharia de tecido dsseo, um scaffold ideal deve permitir fixagao e proliferacao
celular, diferenciacdo osteogénica, vascularizacdo e integracdo com o tecido hospedeiro
[68].Para isto, a tecnologia envolvida na producdo dessas estruturas tridimensionais esta
diretamente ligada ao biomaterial escolhido e ao processo utilizado para sua confeccdo
[40,42,69].

Um sistema de liberacdo de farmacos (SLF) é definido como um dispositivo que permite
a introducédo de uma substancia terapéutica, no organismo humano ou animal, proporcionando
maior eficiéncia e seguranca através de um controle de taxa, tempo e local onde o farmaco é
libertado [10,70].

Em geral, a constituicdo basica de um sistema de liberacdo de farmaco inclui um
farmaco associado a um transportador, geralmente scaffolds poliméricos, nos quais a taxa de
liberacdo estd relacionada com as caracteristicas quimicas do polimero, tal como sua
hidrofobicidade ou hidrofilicidade. Estes sistemas podem ser classificados em matriciais ou
monoliticos, em que o farmaco esta uniformemente distribuido na matriz polimérica em forma
de uma solucdo, suspensdo ou solido disperso. Neste caso, 0 mecanismo de liberacdo mais
comum é a difusdo do farmaco, no qual este migra para a superficie exterior e, em seguida, para
o corpo. Além disso, a difusdo é a etapa limitante, sendo a taxa de liberacdo dependente da
escolha do polimero [71].

Como esquematizado na figura 2, o processo de liberacdo do farmaco ocorre
predominantemente por difusdo/solucdo na matriz polimérica. A interacdo do farmaco com o
polimero e a morfologia da membrana sdo importantes fatores no controle cinético do processo
de liberagdo do farmaco, que resultam em mudancgas expressivas do tempo de liberacdo e na

quantidade de farmaco retido.

o © ©
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1: Difusao atraves da matriz
2: Transporte a partir da superficie

Figura 2. Mecanismo de liberacdo de um farmaco a partir de um sistema monolitico.
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Nas formulacdes de entrega de farmacos convencionais, a concentragao do farmaco no
sangue sobe drasticamente quando o farmaco é administrado, atingindo-se a concentragdo
méxima do farmaco no organismo, seguindo-se uma diminuicdo até a préxima administracéo
[72,73]. Desta forma, para manter a concentracdo do farmaco no organismo dentro de um
intervalo terapéutico eficaz, é necessario administra-lo varias vezes ao dia, resultando numa
flutuacdo significativa dos seus niveis no organismo. Em contrapartida, a liberacéo controlada
apresenta uma constancia na libera¢do durante quase todo o tempo de agdo do farmaco, o qual
é administrado uma dose terapéutica durante a maior faixa de tempo [74, 75].

Os ensaios de dissolucdo in vitro, utilizando sistemas matriciais com farmacos
incorporados constituem uma importante ferramenta na investigacdo da qualidade e eficacia
dos farmacos. Entretanto, esses testes adquirem maior relevancia ao correlacionar os dados
obtidos com testes in vivo, através do qual permite prever o comportamento do farmaco no
organismo humano. Assim, a avaliacdo de scaffolds contendo farmaco por meio de ensaios de
dissolucao tem sido investigado em pesquisas recentes, uma vez que 0s mesmos podem fornecer

indicacGes importantes sobre o desempenho in vivo do farmaco em aplicacdo [71].

2.3 Eletrofiacdo

A técnica de electrospinning, ou eletrofiagdo apresenta vantagens na sintese de
estruturas fibrosas para aplicacGes elétricas e Oticas [8,69], assim como para a producdo de
sensores, compositos reforcados com nanofibras [8,76,77], entre outros. Na area biomédica, a
técnica de electrospinning encontra maior aplicabilidade, com destaque em engenharia tecidual,
mas também em sistemas de libertacdo controlada de farmaco, cirurgia e cicatrizacéo de feridas
[8,78,79,80]. Trata -se de uma técnica de simples utilizacdo e bastante eficaz para a producao
de matrizes poliméricas. Nao requer equipamento sofisticado e permite o controle do didametro
das fibras produzidas (da ordem dos nanémetros), uma vez que o alongamento das mesmas é
conseguido pela aplicacdo de um campo elétrico externo [64].

As nanofibras podem ser usadas como scaffolds na regeneragdo de tecidos e 6rgaos
danificados, tornando-o promissor para aplicacdo na engenharia de tecidos [78,82]. Os scaffolds

implantaveis a base de nanofibras auxiliam na regeneracdo Ossea, regeneracdo neural,
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regeneracgdo vascular e cicatrizagdo de feridas [69,78]. Outra vantagem das nanofibras inclui
condutividade térmica e elétrica e estabilidade estrutural [78]. Atualmente a técnica de
eletrofiagdo é a mais estudada e pesquisada para producdo de nanofibras poliméricas [83],
permitindo sintetizar matrizes com uma elevada area superficial e porosidade, compostas por
fibras ultrafinas. Estas propriedades contribuem para uma melhor adesdo, proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo celular, e dessa forma mimetiza a morfologia da matriz extracelular
[8,84].

O electrospinning € uma técnica simples e eficiente na producdo de matrizes
poliméricas, que permite o controle do didmetro das fibras produzidas. Uma das vantagens desta
técnica é a versatilidade, uma vez que permite 0 emprego de uma vasta gama de polimeros,
mistura destes materiais inorganicos, biomoléculas e células vivas [85]. Neste trabalho foi
adotada a forma mais simples e convencional de electrospinning, com a solubilizacéo prévia do
polimero seguida da incorporagdo do farmaco que compdem o scaffold.

Os elementos necessarios para a realizacdo da técnica incluem uma alimentacao de alta

tensdo, uma bomba injetora e um coletor ligado a terra, como ¢€ ilustrado na Figura 3.

Fibras
Solugdo
Seringa polimérica Cone de
Y W— | Taylor

{>

O EE © e

Bomba de seringa 1

Fonte de alta
tensao

Figura 3. Equipamento da eletrofiacdo e elementos para sua realizacao.
Adaptado: Bhattarai et al., 2019.

A bomba injetora impulsiona a solucdo polimérica, que esta contida numa seringa,
fazendo-a passar por uma agulha que, por sua vez esta eletricamente ligada ao p6lo positivo da
fonte de alta tenséo [8,64]. O principio de funcionamento deste método baseia-se na aplicacdo
de um potencial elétrico a solucdo polimérica que passa pela agulha, para que a solucéo fique
carregada eletricamente. A partir de um certo valor da tensdo aplicada, as forcas eletroestaticas
sobrepdem-se a tensdo superficial da solucdo polimeérica, deformando a geometria esférica da

gota, propiciando que esta adquira uma configuragdo conica denominado cone de Taylor. Este
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representa a gota de polimero pendente na agulha, que é deformada dando origem a projegéo
de uma fibra continua que vai ser depositada no coletor, o qual se encontra no lado oposto a
agulha e com polaridade oposta [10,86,87,88,89]. No trajeto entre a ponta da agulha e o coletor,
0 jato de solucdo polimérica € acelerado e esticado, fazendo com que o solvente se evapore e
forme as fibras que véo depositar-se no coletor [8,90,91].

2.3.1 Parametros da eletrofiacéo

A necessidade de producédo de fibras com diametro e morfologia controlados levou a
realizacdo de varios estudos sobre a relacdo entre as propriedades das fibras e os parametros
variaveis do processo. Estes parametros sdo classificados em trés categorias: parametros
associados a solucdo polimérica, parametros de operacao e parametros ambientais [8, 64,92,93].
Entre os parametros de operacdo temos o campo elétrico aplicado, a distancia entre a agulha e
o coletor, a taxa de fluxo e o diametro da agulha. Os pardmetros da solucéo incluem o solvente,
a concentracdo do polimero, a viscosidade e a condutividade da solucdo. J& os parametros

ambientais dizem respeito a umidade relativa e a temperatura [94,95].

A aplicacao de um fluxo de corrente de alta tensdo em uma solucéo polimérica por meio
de uma agulha metalica, fard& com que ocorra a formagdo de uma gota esférica, denominada
cone de Taylor. Esta gota resultara na producéo de fibras ultrafinas quando atingida uma tensdo
critica. Este valor da tenséo aplicada varia de polimero para polimero [95]. De modo geral,
observa-se que o aumento da diferenga de potencial no processo de eletrofiagcdo favorece um
maior estiramento da solugdo polimérica, provocando a reducdo das fibras eletrofiadas,
concomitantemente a evaporacdo do solvente. Logo a tensdo aplicada influencia diretamente
no diametro das fibras [96,97].

Semelhantemente ao campo elétrico, a distancia entre a ponta da agulha e o coletor
também varia com o sistema polimérico. A morfologia da nanofibra pode ser facilmente afetada
pela distancia, pois determinara o tempo que o solvente tem para evaporar antes da solugdo
atingir o coletor. Portanto, é necessario manter uma distancia critica para que seja possivel obter
nanofibras eletrofiadas lisas e uniformes [85,94].

A vazdo ou taxa de fluxo é o controle da quantidade de solugdo disponivel para a
eletrofiacdo. O controle desse parametro pode determinar o didmetro e a morfologia das fibras,
além de determinar o sucesso do processo da eletrofiagdo. Em suma, o aumento da vazéo

favorece o aumento do diametro das fibras. Entretanto, vazdes muito elevadas podem originar
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defeitos nas fibras, uma vez que aumenta a quantidade de solvente, dificultando a evaporagéo
do mesmo antes da fibra atingir a placa coletora [98].

A concentracdo do polimero e, consequentemente, a viscosidade da solugédo, é um
parametro de fundamental importancia na eletrofiacdo [96]. As forcas viscoelasticas entre as
moléculas do polimero em solucdo sdo determinadas pela sua viscosidade, que depende da
concentracdo e do peso molecular do polimero. Estas forcas devem ser suficientemente fortes
para impedir a interrupcdo da fibra durante o seu estiramento, ndo devendo, porém, inibi-lo
[83,85].

A condutividade elétrica da solucdo também influencia na morfologia das fibras
produzidas. Em geral, a adi¢do de um sal a solucdo faz com que a condutividade elétrica da
solucdo aumente. Com a aplicacdo de um campo elétrico externo, estas cargas se orientam
permitindo que a gota sofra um maior alongamento, resultando numa diminui¢do no diametro
das fibras [96].

Para além dos parametros da solucdo e de operacdo é importante ter em conta 0s
parametros ambientais, tais como a umidade relativa e a temperatura, dado a sua influéncia no
diametro e morfologia das fibras resultantes [8,99].

Quanto mais umido for o ambiente mais porosa seré a fibra formada. O tamanho dos
poros aumenta com o aumento da umidade, podendo ocorrer a coalescéncia destes resultando
na obtencdo de fibras ndo uniformes [8,94,96]. Para além disso, a umidade do ambiente pode
ainda determinar a taxa de evaporacao do solvente. Quando os niveis de umidade séo elevados,
a taxa de evaporacao de solvente sera baixa, consequentemente, a fibra que ira depositar-se no
coletor conterd solvente, provocando a dissolucéo e fusdo das fibras formadas [8].

A temperatura pode influenciar na viscosidade e condutividade da solucéo, dependendo
do polimero utilizado. O aumento da temperatura provoca um aumento da taxa de evaporagao

e um aumento da viscosidade [8,96].

2.4 Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético, biocompativel e hidrofdbico [83,

100]. O mondmero do PCL é representado na figura 4.
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Figura 4. Mondmero da Policaprolactona

E um polimero que pertence a familia dos poliésteres alifaticos, sendo sintetizado por
meio de polimerizagdo por abertura de anel de e-caprolactona, para a obtencdo da unidade

repetitiva. A figura 5 mostra a reacdo de polimerizacdo para obten¢do do PCL.

0
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Figura 5. Polimerizagdo por abertura do anel de e-caprolactona.
Fonte: RAMOS, 2011.

Este polimero tem uma bioestabilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
solubilidade em diversos solventes organicos, capacidade de ser processado a baixas
temperaturas e boas propriedades mecéanicas. Dessa forma, isto permite que este polimero seja
utilizado em scaffolds (membranas ideais como suporte em tecidos do organismo) para
engenharia de tecidos [8,101]. Além disso, o PCL e outros poliésteres, tais como seus
copolimeros, sdo comumente estudados para a entrega controlada de fArmacos associadaa ETO,

pois sua biocompatibilidade com diversos tipos de farmacos permite a distribuicdo uniforme da
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droga, e a degradacdo a longo prazo possibilita a atuagdo do medicamento até varios meses
[20,21].

2.5 Piperina

A aplicacdo de biomateriais empregados como matrizes poliméricas tem sido promissor,
assim como a associagdo com extratos naturais [3]. A amida natural piperina (amida piperidinil
do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil) -2E-4E-pentadiendico- Figura 6), € o principal constituinte
quimico de Piper nigrum (Piperaceae), ocorrendo em maior proporcdo nos frutos da planta
[102,103]. A piperina é composta por um grupo 1,3-benzodioxola (subunidade A), ao lado de
uma cadeia de acido pentadiendico (subunidade B) e o fragmento piperidina (subunidade C).

e

{ Subunidade C
Subunidade A Subunidade 8

2

Figura 6. Estrutura molecular da piperina.

A piperina é o alcaldide majoritario da planta [103,104,105]. Piper nigrum
(popularmente conhecida como pimenta do reino) tem seu uso bastante difundido na medicina
popular da India, pais de onde é originaria, sendo que no Brasil, seu principal uso é como
condimento [102,103]. E uma das especiarias mais consumidas no mundo, em que a piperina é

um dos componentes que contribui principalmente para sua distinta pungéncia [106,107].

2.5.1 AplicacGes da Piperina
Dentre os pesticidas utilizados, os herbicidas sao os mais consumidos, com destaque no
Brasil que é o segundo maior consumidor no mundo [53]. Esses compostos representam uma

ferramenta amplamente utilizada na administracdo de plantas daninhas em sistemas agricolas
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[54,55]. No entanto, a dosagem correta € um dos principais focos durante a aplicacdo de
herbicidas, pois administrar quantidades imprecisas e uso abusivo além de perdas econdmicas,
aumentam o risco de contaminagdo ambiental e possiveis danos a organismos ndo-alvo [56].

A piperina apresenta diversas atividades farmacolodgicas e efeitos bioquimicos como,
por exemplo, antimicrobiano, antifungico e hepatoprotetor [108,109]. Este alcaldide tem
potencial depressor no sistema nervoso central, apresentando também atividades analgésica,
antipirética, antiinflamatdria e antioxidante [110,111,112]. Alguns estudos tém evidenciado que
a piperina auxilia na inibigéo das rea¢des de oxidacdo tanto in vitro como in vivo causadas por
radicais livres de forma a prevenir ou retardar os danos as células e aos tecidos [103,113,114].
Apesar das propriedades terapéuticas da piperina, suas aplicacdes biomédicas ainda sdo
limitadas, devido sua baixa solubilidade em 4&gua [115]. Apesar de ser um alcaléide de
reconhecida atividade bioldgica, requer novos estudos para comprovacdo das suas demais
atividades bioldgicas.

Na sintese de scaffolds poliméricos com farmacos incorporados, a piperina é
considerada um modelo hidrofébico, na investigacdo de liberacdo controlada de farmaco [25].

Para aplicacdes in vitro, a piperina em associagdo com a curcumina, composto que faz
parte do componente ativo do agafrdo-da-india, apresentaram em pesquisas recentes a
diferenciacdo osteogénica melhorada [26] e de forma analoga a piperina melhorou a
biodisponibilidade da curcumina, bem como inibiu a osteoclastogénese, desfavorecendo a
reabsorcao dssea em estruturas 0sseas, como dentes reimplantados [116].

Nas andlises in vivo, a avaliacdo da piperina isolada em camundongos ndo demonstrou
efeitos toxicos no figado e rins [117], enquanto na engenharia tecidual dssea, a avaliagdo do
tratamento com a piperina em modelos animais osteoporo6ticos demonstrou que algumas doses
da piperina impediu a perda da massa Ossea induzida pela deficiéncia de estrogénio,

viabilizando o tratamento com piperina para a osteoporose [27].
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

A sintese das nanofibras foram realizadas com a utilizagdo dos materiais listados abaixo:
. Biopolimero
Policaprolactona (PCL) — Sigma- Aldrich pellets, Mn= 80.000 g/mol

. Farmaco
Piperina (PIP) — Sigma- Aldrich Massa molar: 285,34 g/mol
. Solvente

HFIP (1,1,1,3,3,3- Hexafluoro-2-isopropanol)
Massa molar: 168,04 g/mol, 99,8%.

Nos ensaios de liberagdo do farmaco in vitro foram obtidos da Sigma- Aldrich a solugéo
salina tampdo fosfato (pH=7,4), o &lcool isopropilico (Massa Molar: 60,1g/mol, pureza 99,8%)
e 0 alcool metilico (Massa molar: 32,04 g/mol, pureza 99,8%) foram fornecidos pela dindmica.
Nos ensaios in vivo foram utilizados cloridrato de cetamina (10%) e cloridrato de xilazina (2%)
e formol tamponado com fosfato de s6dio monobasico obtido da farmacia Galeno para analise

histolégica.

3.2 Sintese dos scaffolds nanofibrosos

A sintese dos scaffolds nanofibrosos consistiu em duas etapas: a preparacdo de quatro
solucdes poliméricas e a eletrofiacdo destas. Na primeira etapa foram pesadas as massas de PCL
e Piperina para adi¢do no solvente HFIP na concentracdo adequada para posterior eletrofiagéo.
Na segunda etapa, o processo de eletrofiacdo iniciou-se ap6s a completa dissolucao do farmaco

na solucdo de PCL, utilizando parametros adequados para formagéo de nanofibras eletrofiadas.
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3.2.1 Preparacéo das solugdes poliméricas

As solucbes poliméricas foram preparadas com o solvente HFIP, o biopolimero PCL
e o farmaco piperina. Na preparacao destas fibras, o PCL foi dissolvido a temperatura ambiente
em HFIP e sob agitacdo magnética controlada, por 2 horas até a completa dissolugdo do
polimero. Por conseguinte, diferentes teores de piperina (1%,3% e 5%) foram adicionados a
solucdo de PCL, e seguido de agitacdo magnética por 2 horas, para sua incorporacdo ao
polimero [118,119].

1%, 3% e 5%

Piperina

PCL HFIP

Solucdo de PCL 15%
2 hs

Figura 7. Esquema de preparo das solucGes poliméricas sob agitacédo
magnética.

A designacdo dos scaffolds iniciou-se no preparo das solugdes. Uma solugédo de PCL
controle, ou seja, sem adicdo da piperina foi realizada com concentracdo de 15% (m/v). Para as
solucdes com piperina, foram preparadas trés solucdes de PCL 15% e adicionado trés

concentracdes (m/v) do farmaco piperina (1%, 3% e 5%).

3.2.2 Eletrofiacéo das solu¢des poliméricas

As solucBes de PCL/Piperina preparadas foram eletrofiadas a 22°C, utilizando uma
seringa descartavel SR de 5 mL, com uma agulha descartavel com ponta metalica de 0,55mm
de didmetro interno. O pdlo positivo de uma fonte de alta tensdo, projetada para trabalhar na
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faixa de 0 a 30 kV, foi conectado a ponta da agulha metalica da seringa, enquanto que o eletrodo
terra foi utilizado para aterrar a placa coletora de cobre, com as dimens@es de 5,0 x 10,0 cm. A
vazdo foi controlada por uma bomba de infuséo (kdScientific, Modelo KDS-100), conectada a
seringa e a tensdo foi controlada por uma fonte de alta tenséo (Testtech). A distancia da ponta
da agulha ao coletor foi de 10 cm. As solugdes foram processadas a uma tensdo positiva de 13
KV, corrente elétrica de 2 A e a uma vazao de 1 mL/h. As amostras das membranas eletrofiadas
foram coletadas em folhas de papel aluminio, as quais revestiam a placa de cobre durante os
experimentos. Em cada teste foram eletrofiadas aproximadamente 5 mL de solucdo polimérica.
A Figura 8 mostra um esquema do equipamento de eletrofiagdo utilizado neste trabalho, bem

como os scaffolds nanofibrosos eletrofiados.

/\

/\‘ Seringa SR

Solugdo Polimérica

’ P R
Fontel:dgllta tensdao \ ﬁ“@

Solugdo polimérica

Scaffold nanofibroso

Coletor estatico 1 )

PCL/PIP 1% PCL/PIP 3% PCL/PIP 5%

PCL CONTROLE

Figura 8. Equipamento de eletrofiagéo e scaffolds sintetizados de PCL,
PCL/PIP1%,PCL/PIP3%, PCL/PIP5%.
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Tabela 1. Pardmetros da eletrofiacdo na sintese dos scaffolds.

Parametros PCL PCL/PIP1% PCL/PIP3% PCL/PIP5%
Corrente 2A 1A 1A 2A
Voltagem 13kV 9kV 9kV 13kV
Vazao 1,0mL/h 0,4mL/h 0,4mL/h 1,0mL/h
Temperatura 22+1°C 22+1°C 22+1°C 22+ 1°C
Umidade do ar 48-50% 48-50% 48-50% 48-50%
Distancia do coletor 10 cm 10 cm 10 cm 10 cm

3.3 Estudo morfoldgico dos scaffolfs de PCL e PCL-piperina

As medidas qualitativas e quantitativas das fibras obtidas nos scaffolds de PCL,
PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% foram analisadas por microscopia eletronica de
varredura por emissdo de campo (FESEM) (Quanta 200F Model, FEI, Netherland). Foram
obtidas imagens com amplia¢des de 150x, 500 x, 2000 x, 7000x e 10000x, que permitiram
estimar o diametro médio das fibras através de um programa de anélise de imagem (Image
J), pelo menos 400 medidas das fibras foram consideradas para o célculo. A distribuicdo

dos diametros foi obtida aplicando a distribuicdo gaussiana no software Origin.

3.4 Espectroscopia FTIR

A analise por FTIR dos scaffolds foi feita com o equipamento Spectrum 400 Perkin
Elmer FTIR/FTNIR Spectrometer. Os espectros foram obtidos no modo absorbancia na
faixa de 4000 a 600 cm *, com resolugdo de 4cm™.

3.5 Ensaio de liberagdo controlada da Piperina

Para o experimento de liberacdo da piperina in vitro seccionou-se as membranas

que continham o farmaco (PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5%) em pecas de 1x
1cm2. Estas foram previamente pesadas (m=0,0009 g), mergulhadas e incubadas a 37°C
em 10 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) fresca a pH= 7,4+ 0,1 sob
agitacdo (100 rpm).

Em intervalos de tempo fixados, 3,0 mL de solugdo foi retirada do meio de
dissolucdo contendo e por conseguinte a quantidade do farmaco foi detectada em um
espectrofotbmetro UV- vis a 342 nm, a partir da curva de calibracdo obtida. Cada

experimento foi realizado em triplicata (n=3).
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A porcentagem de liberacdo cumulativa da droga em funcdo do tempo foi calculada

usando a seguinte equacao:

Quantidade cumulativa de liberacdo (%) = (Ct/ Coo) x 100 1)

Onde, Ct ¢ a quantidade de piperina liberada no tempo t e Coo refere-se a quantidade
total de droga carregada na amostra de 1 x 1 cm2. Todos os resultados foram realizados em

triplicata para confirmar a reprodutibilidade dos resultados.

3.6 Animais

Cinguenta ratos Rattus norvegicus machos, com um peso médio entre 200 e 300 g, eram
clinicamente saudaveis, fornecidos pelo biotério da Universidade Estatal do Piaui. Os animais
eram alimentados com comida e &gua ad libitum, alojados em gaiolas de aco, sob temperatura

controlada (22 = 2°C), e mantida em condi¢Ges 12:12 hr ciclo luz/obscuridade.

3.6.1 Aspectos éticos

Esta investigacéo foi aprovada pelo Comité de Etica para a Utilizagdo de Animais da
Universidade Estatal do Piaui (CEUA), de acordo com o protocolo 00057/18, em conformidade
com os Principios Orientadores para a Cuidados e Utilizacdo de Animais de Laborat6rio e em

conformidade com a Lei Federal n.° 11974 de 2008-Experimentacdo em Animais, e foi
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registados na Plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e dos
Conhecimentos Tradicionais Associados... SISGEN (A22C996), em conformidade com a Lei
da Biodiversidade n° 13123 de 2015.

3.6.2 Procedimento experimental

O procedimento experimental foi desenvolvido no Nucleo de Biotecnologia e
Biodiversidade da Universidade Estatal do Piaui. A amostra foi dividida em cinco grupos: grupo
controle, PCL, PCL/PIP1%, PCL/PIP3% e PCL/PIP5% (n = 5 animais, cada). Por sua vez, cada
grupo foi subdividido em dois periodos de observacdo, de acordo com a eutanasia periodo, aos
15 e 30 dias. Os animais receberam pré-tratamento com atropina numa dose de 0,04 mL para
cada 100 g de peso corporal. Apds 15 min, foram anestesiados dissociativamente por via
intramuscular (cloridrato de cetamina 10% com uma dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso
corporal e 2% de cloridrato de xilazina com uma dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso
corporal). Apds a anestesia, cada animal foi submetido a remocéo e assepsia na regido da tibia
direita com tdpicas polvidina. Apds uma incisdo longitudinal da pele e separacdo do tecido
conjuntivo subcutaneo, o defeito critico foi induzido nos animais na tibia direita com um
micromotor com uma broca de trefina de 3 mm de didmetro, seguido da implantacdo do
biomaterial no local da lesdo no grupo tratado (forma circular, 3 mm de diametro). O grupo
controle ndo recebeu qualquer tratamento. Entdo, em ambos os grupos, nas margens da ferida
foram suturadas (fio de seda 4-0) para uma coaptacéo perfeita. Os animais receberam 50 mg/kg
de dipirona por gavagem a cada 12 horas como analgesia durante todo o tratamento de acordo
com o protocolo adoptado por Alves et al. [119]. Os animais foram sacrificados aos 15 e 30
dias apds a inducéo da lesdo por overdose de sddio thionembutal (150 mg/kg). As amostras de
tecido 6sseo foram retiradas dos grupos, as quais foram mantidas em liquido nitrogénio. Em
seguida, as amostras de cada grupo foram submetidas a analise por espectroscopia Raman e

processo laboratorial de rotina para inclusdo em parafina e analise histopatologica.

3.7 Andlise por espectroscopia raman

A fim de obter os espectros, as amostras foram retiradas do nitrogénio e mantido a
temperatura ambiente. Um espectrometro Raman (modelo Senterra, Bruker) com A = 785 nm
laser foi utilizado para excitacdo. A poténcia de saida do laser era de cerca de 50 mW na amostra
superficie. A resolucéo espectral foi ajustada para 9-15 cm? para 15 s, gama espectral 400a, 90-

3, 500 cm™, 10x objetiva. Em cada regido 6ssea de interesse, ou seja, na regido de transicdo
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fronteirica, foram recolhidos trés espectros com uma distancia aproximada de 10 um entre os
pontos. O espectro de 0sso cortical normal também foi obtido, que foi denotado como saudavel,
numa regiao distante da les@o induzida, apos sacrificio em 15 e 30 dias. Finalmente, o espectro
Raman do biomaterial baseado em PCL, PCL/PIP1%, PCL/PIP3% e PCL/PIP5% foram
comparados com a regido tratada e a regido saudavel. O programa Labspec 5.0 foi utilizado
para remover a fluorescéncia do espectro em bruto na regido de 90-3500 cm™ através do
ajustamento polinomial de quinta ordem. Além disso, também permitiu etapas de pré-
processamento, tais como o ajustamento da linha de base. Na sequéncia, o processamento foi
concluido no software Origin 2018, no qual os espectros eram submetidos a um vector
normalizacdo (cada intensidade Raman foi dividida pela raiz quadrada da soma das intensidades
quadradas calculadas de todo o espectro); foram identificados os picos e as areas integradas dos
principais picos avaliados, que foram realizados nos seguintes intervalos: 957-962 cm
(fosfato), representativo do conteudo mineral. A fim de quantificar a composicdo dssea, bem
como de caracterizar alteracdes 6sseas no mineral e, o conteddo mineral foi obtido calculando

a razdo da area integrada da banda de fosfato v1(~960 cm™).

3.8 Andlise histopatologica

Apés fixacdo em formalina tamponada durante 48 horas, as amostras foram
descalcificadas com 10% m/v ETDA (&cido etilenodiaminotetracético), pH 7,2 para 4 semanas.
Ap0s a descalcificacdo, os espécimes foram desidratados utilizando uma bateria de solucdes
alcoolicas em concentracdes graduais e crescentes e tratado com xylol num processador
automatico de tecidos (PTO05 TS Luptec, Sdo Paulo, Brasil). Depois de ser incluido na parafina,
foram obtidas sec¢des com uma distdncia entre 2 ¢ 3 pum e uma espessura de 5 um num
microtoma rotativo (MRPQ9 Luptec, S&o Paulo, Brasil), que foram coradas com hematoxilina
e eosina (HE), duas sec¢fes/lamina. As seccOes de todas as amostras foram analisadas com um
microscopio de luz trinolucular (Olympus CX31, Japéo) e fotografadas em triplicado com uma
camera digital (Moticam WiFi X, MoticMicroscopios, Richmond, VA) anexada a um
computador. A analise histopatologica semi-quantitativa relativa & inflamacdo, unido e
maturacdo do tecido 0sseo ocorreu através um sistema de pontuacdo numeérica descrito por
Alves et al. [117] e Hedner e Linde [120].
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3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em médias e desvio padrdo. Os dados foram analisados
utilizando o teste ANOVA unidirecional teste t Tukey e Student's. Os testes estatisticos foram
realizados utilizando o software Graphpad Prism (versdo 8.3.0). As diferengas foram

consideradas como significativas quando p < 0.05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia do scaffolds nanofibrosos de PCL e PCL-piperina

Quatro fibras foram obtidas por um sistema de eletrofiagdo padrdo descrito na secao
experimental 3.2, de acordo com os parametros de eletrofiacao descritos na Tabela 2. A imagem
MEV mostrada na figura 1 representa a morfologia das fibras eletrofiadas e na figura 2 os
didametros obtidos pela distribuicdo Gaussiana, mostrando pequenos desvios padrdo. As fibras
PCL contendo piperina apresentam maior diametro com maior desvio em relacéo as fibras PCL,
devido ao incremento da piperina a solucdo, alterando suas propriedades, pois 0 aumento da
viscosidade proporciona aumento das fibras com o aumento da viscosidade [98].

A fibra mostrada na figura 1A apresentava "granulos", defeitos na formacéo da fibra,
causados pelo maior estresse aplicado. Quando esta é acelerada e associada a um maior
distanciamento do coletor, favorece um maior alongamento da solucéo e consequente reducao
do diametro da fibra [121]. No entanto, as fibras mostradas nas figuras 1B e 1C, apresentaram
maior diametro e maior uniformidade devido a menor vazdo e estresse aplicado, também
causado pela lenta evaporacdo do solvente HFIP com o aumento da concentracdo do farmaco
[98]. A morfologia da fibra desempenha um papel importante na porcentagem de farmaco
liberado, pois o principal mecanismo de transporte do farmaco é o processo de difuséo.
Membranas simétricas mais densas tém maior mobilidade por difusdo através delas para o meio
de liberacéo [69].

Os scaffolds com didmetros menores foram PCL e PCL / PIP 5% devido a maior tenséo,
vazdo e corrente aplicada. No entanto, PCL / PIP 1% e PCL / PIP 3% apresentaram diametro
maior, conforme mostrado na tabela 3. Portanto, PCL / PIP 1% e PCL / PIP 3% formaram
membranas mais densas com taxa de liberacdo de droga provavelmente mais rapida em

comparacdo com PCL / PIP 5 % membranas.
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Tabela 2. Diametro das fibras dos scaffolds de PCL e PCL-Piperina.

Scaffolds Diametro das fibras
PCL 0,15 + 0,002um
PCL/PIP1% 1,08+ 0,007pum
PCL/PIP3% 1,09+ 0,02um
PCL/PIP5% 0,59+ 0,016pum

4.2 Incorporacdo do farmaco nos scaffolds

Os dados espectroscdpicos do FTIR confirmam a incorporacdo da piperina nos scaffolds
demonstrado na figura 12. O farmaco puro exibiu bandas caracteristicas da piperina em
1253cm™ e 1033 cm™, correspondente a vibragdo de estiramento assimétrico e simétrico do
grupo =C-O-C, respectivamente. O grupo C-O que compreende a banda mais caracteristica
apresentou banda em 929cm™, e bandas em 805, 829 e 850 cm™ correspondentes a flexdo das
ligacbes -CH nas posicdes 1, 2, 4 do grupo fenil, em concordancia com a literatura
[122,123,124].

Os scaffolds apresentaram picos 1724,59cm™ correspondente a vibragdo do grupo éster
(correspondente ao estiramento do grupo carbonila presente na estrutura do polimero)
caracteristico do PCL e as bandas proximas ao niimero de onda em 1293 cm™ séo caracteristicas
dos estiramentos das ligacdes C-C. Os scaffolds de PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5%
apresentaram alargamentos bem discretos dos picos em 930cm™ do grupo mais caracteristico
C-O e em 1047cm™ correspondente a vibragdo de estiramento simétrico do grupo =C-O-C.
Neste aspecto, o scaffold PCL/PIP 1%, apresentou alargamento mais expressivo em relacao aos
outros scaffolds. Entretanto, os outros picos caracteristicos da piperina em 805, 829 e 850 cm™
correspondentes a flexdo das ligacdes -CH nas posicoes 1, 2, 4 do grupo fenil e em 1253cm™
relacionado ao estiramento assimétrico de =C-O-C ndo foram observadas nos scaffolds
[125,126]

O alargamento dos picos em 1047cm™ correspondentes as vibragdes de estiramento
simétrico do grupo =C-O-C e do grupo mais caracteristico em 930 cm™ correspondente ao
alongamento vibracional da ligacdo C-O indicam que houve interacéo entre o fArmaco piperina

e a policaprolactona [127].
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Figura 12. Espectro FTIR dos scaffolds poliméricos eletrofiados.

4.3 Andlise da liberacdo controlada da piperina

O espectro na figura 13 mostra a analise espectroscopica no Uv- vis, para identificacéo
do pico (Amax= 342nm) da piperina, para posterior constru¢ao da curva padrao. A curva de
calibracdo de absorbancia-concentragdo da solucdo de piperina na faixa de 5 a 50 pg/mL foi
obtida a partir da solugdo de uma concentracéo inicial de 1 mg/mL em metanol, mostrando que
a piperina obedece a lei de Beer- Lambert dentro desta faixa de concentragdo [119,128], como
representado na figura 13. Os resultados mostram que hd uma boa relacdo linear entre a
absorbancia e a concentragcdo no experimento, apresentando uma curva analitica (y = 0,29681x+
0,59666) obtida pelo método dos minimos quadrados e coeficiente de correlagdo (r2) igual a
0,99519. Em alguns trabalhos é comum discutir um pouco sobre as dificuldades e limitacGes

encontradas no decorrer da pesquisa.
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Figura 13. Curva de calibracdo da Piperina.

O perfil de liberacdo do farmaco nas membranas fibrosas para serem utilizadas como
sistema de libertagédo controlada de farmacos, procedeu-se como referido na subsecéo na secéo
de materiais e métodos. Os ensaios de liberacdo de todas as amostras consistiram na incubacéo
das membranas fibrosas em PBS a 37 °C com o intuito de simular o plasma sanguineo. Os perfis
de liberacéo dos scaffolds contendo piperina (PCL/PIP 1%; PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5%) foram
analisados no periodo de 15 e 30 dias, semelhantemente ao periodo de tratamento na analise in
vivo como descrito na metodologia no item 3.4.1.

A liberacédo controlada de medicamento € um dos aspectos relevantes na utilizacdo de
biomateriais como veiculos de entrega, através do qual a droga liberada de forma sustentavel
pode obter efeito terapéutico maximo dentro de um periodo de tempo desejavel. Diversos
fatores como absorcao de liquido na membrana nanofibrosa, dissolu¢do da droga incorporada
no polimero, e o processo de difusdo afetam o mecanismo de liberacdo do farmaco, podendo
qualquer um deles ser uma etapa determinante na taxa de liberacéo [69,127].

O perfil de liberacdo dos scaffolds estdo representados na figura 14. As amostras
utilizadas apresentaram a porcentagem de liberacdo da piperina para 0 meio de dissolugédo no
tempo pré-determinado. Nos primeiros dias, ndo ocorreu burst release, liberagdo acentuada do
farmaco apoés introduzir as membranas no meio de liberacdo. As nanofibras PCL/PIP 1%,
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PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% liberaram apenas 5,6%:0,0051, 1,86%:0,00031 e 1,16%+0,00026
do farmaco, respectivamente, no primeiro dia. Isso esta associado a hidrofobicidade do PCL e
a retencdo da piperina nas membranas, que promoveu uma liberacdo sustentada do farmaco,
pois tanto o PCL como o farmaco séo hidrofébicos.

Em 15 dias, ocorreu uma liberagdo mais acentuada da piperina nas nanofibras PCL/PIP
1%, que liberou 47%=0,004, enquanto as nanofibras PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% liberaram
apenas 16,06+ 0,00012 e 9,08%0,00031, respectivamente. O periodo de maior liberacdo do
farmaco no meio de dissolucdo esta entre 15 e 30 dias, nesse periodo 64%=z 0,00062 da piperina
foi liberada nas nanofibras de PCL/PIP 1%. Entretanto, 14,93%:z 0,0002 da piperina foi liberada
nos scaffolds PCL/PIP 3% e 9,07%z= 0,0246 nos scaffolds PCL/PIP 5%, indicando uma
liberacdo mais sustentada, em relacdo aos scaffolds PCL/PIP 1%. A liberacdo € rapida para o
meio de dissolucdo por difusdo quando ha pouca incorporacdo do farmaco, enquanto que uma
melhor incorporagdo do farmaco, mantém a droga aprisionada nas fibras. A hidrofobicidade do
PCL desempenhou um papel importante na taxa de liberacdo da droga, pois o perfil hidrofébico
da piperina possibilita uma maior interacdo e, consequentemente, formacdo de membranas
homogéneas [127, 118]. As nanofibras PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% apresentaram liberagéo
mais sustentada do que as nanofibras PCL/PIP 1%.
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Figura 14. Liberagdo cumulativa da Piperina nos scaffolds PCL/PIP1%, PCL/PIP3% e
PCL/PIP 5% no periodo de 15 e 30 dias de tratamento.



Capitulo 4 - Resultados e Discusséo 41

Estas, apresentaram uma incorporacdo bem menor em relacdo as membranas de
PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% em concordancia com os dados obtidos no espectro UV-Vis.

Embora o polimero policaprolactona (PCL) tenha surgido, nas ultimas duas décadas,
como uma classe de biomateriais de crescente interesse para aplicagdo em cirurgias como
suturas, dispositivos para fixagdo interna de fraturas 6sseas, drug delivery e scaffolds para
regeneracdo de tecidos ou 6rgdos [129,130,131], a sua natureza altamente hidrofobica e a
cinética de degradacéo lenta tendem a dificultar seu uso em diversas aplicagdes, exigindo nesse
caso taxas de absor¢cdo mais rapidas [126]. Neste trabalho, foi incorporado a piperina de carater
hidrofdbico e devido a sua afinidade com o PCL possibilitou a lenta liberacdo observada nos
periodos de liberacao analisados.

A morfologia da fibra tem um papel importante na porcentagem de farmaco liberado,
pois o principal mecanismo de transporte do farmaco é o processo de difusdo em membranas
simétricas densas, apresentando maior mobilidade e difusdo através delas para o meio de
liberacdo [69]. Desta forma, nas membranas com maior diametro ha formacéo de poros para
que absorcao de liquido nas fibras ndo ocasione a fusdo das mesmas e dificultem a migracéo do
farmaco para a superficie e, posteriormente, para o0 meio de dissolugéo.

A liberacéo total da piperina ndo ocorreu no tempo pré determinado, indicando que
algumas moléculas do farmaco ainda se encontravam aprisionadas no scaffold devido a baixa
solubilidade do PCL em PBS. E por conseguinte, ndo apresentaram uma cinética de liberacéo
rapida, necessitando da degradacdo do PCL para a libertacdo total do farmaco. De acordo com
Wou et al 2020 [118], a curva de liberacdo de um farmaco apresenta diferentes estagios. O Gltimo
estagio de liberacdo consiste na libertagdo total do fa&rmaco apds a quebra da estrutura
polimérica em fragmentos oligoméricos, formando microporos que propiciam a liberacédo por

difusao.

4.4 Espectroscopia raman do 0sso

A cicatrizacdo 6ssea € monitorada por espectroscopia raman através da
concentracdo/incorporacdo da hidroxiapatita, que representa o principal componente do 0sso
mineralizado, com um pico de fosfato da hidroxiapatita a ~ 960 cm- 1[132,133]. Este pico foi
utilizado como marcador de reparacdo 0ssea no presente estudo, no espectro 6sseo basal ndo
tratado [134,135,136].
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A concentragdo/incorporacdo de hidroxiapatita carbonatada (CHA) pelo osso foi
calculada e isso foi usado para monitorar as alteragfes no conteddo mineral 6sseo no pico de

960 cm™!, onde quanto maior a intensidade do pico maior é a concentragdo de CHA [131].

A figura 15 mostra os espectros raman dos defeitos dsseos tratados com os scaffolds
sintetizados, sem tratamento com scaffold (grupo coagulo) e do osso cortical em 15 dias de
tratamento (figura 15 A) e em 30 dias de tratamento (figura 15B). O espectro Raman do
componente inorganico 6sseo mostrou diferencas significativas nas intensidades dos picos entre
0s grupos aos 15 dias, aproximando mais do osso cortical (B) os grupos PCL/PIP 1%, PCL/PIP
3% e PCL/PIP 5%, respectivamente. Em 30 dias, as intensidades dos picos foram similares,

identificando um padrao de incorporacao da hidroxiapatita carbonatada.

A) B)
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Figura 15. Espectros Raman dos defeitos do tecido 6sseo nos grupos: 0sso cortical; coagulo;
PCL; PCL/PIP 1%; PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5%; apds (A)15 dias e (B) aos 30 dias do
tratamento. Espectros representativos mostrando o v1-PO4 3- pico de vibragdo (960 cm- 1) dos
grupos para ambos os periodos.
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4.5 Analise estatistica

A analise estatistica das amostras de tibias com defeito dsseo foram utilizadas para
verificagdo da area integrada do pico fosfato(~960cm™), com o objetivo de verificacdo da
reparacdo Ossea entre 0s grupos de scaffolds contendo o farmaco. Além disso, comparar 0s
dados estatisticos da area integrada com a reparacdo Ossea verificada através da analise do
tecido 0sseo.

45.1 Anélise Raman

A érea integrada do pico em 960 cm™ foi calculada para todos os grupos e tempos
experimentais de 15 e 30 dias e os dados obtidos da area integrada no defeito dsseo cortical sdo
apresentados na Fig. 16 A, B. Este pico foi utilizado como marcador de reparo 0sseo [132, 133,
134] no presente estudo, assim como no espectro raman do item 4.4 desta secdo, pois o calculo
de éreas integradas da banda de hidroxiapatita em ~960 cm™ em vibragao (vi-PO4>) propicia a
obtencdo de dados da apatita carbonatada. O monitoramento da reparacdo Ossea por
espectroscopia raman através da concentragao/incorporacao de hidroxiapatita, que representa o
principal componente do 0sso mineralizado [46,47] foi corroborado com as intensidades dos
picos observadas no item 4.4 e na figura 15.

A Figura 16A mostrou que, no tratamento em 15 dias todos 0s grupos apresentaram
deposicdo de fosfato significativamente (p<0,001) menor do que o osso cortical (B). No
tratamento em 15 dias, o grupo PCL/PIP 1% acelerou o processo de deposicdo de fosfato de
calcio, pois como se observa na figura 16 A, este grupo apresentou diferencas estatisticas em
relacdo ao grupo coagulo e igual em relagdo ao o0sso higido. Entretanto, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos PCL, PCL/PIP3% e PCL/PIP 5% em relacdo ao coagulo,
indicando que houve deposicdo de fosfato de calcio semelhante ao grupo coégulo. Estes dados
corroboram com os dados obtidos na liberacdo da piperina no scaffold PCL/PIP 1%, que teve
uma liberacéo crescente e mais rapida em relacéo aos outros scaffolds em 15 dias de tratamento.

No entanto, no tratamento em 30 dias (Figura 16B), ndo houve diferencas estatisticas
entre os grupos PCL/PIP 1%, PCL/PIP 5% e o osso cortical, indicando a aceleragéo da
deposicéo de fosfato de calcio nos grupos PCL/PIP 1% e PCL/PIP 5%. Estes dados corroboram
com os resultados observados na liberacdo da piperina em 30 dias, pois ambos os scaffolds
apresentaram uma liberacdo mais sustentada em relacdo a 15 dias de tratamento. Vale salientar
que, diante dos dados apresentados e do potencial osteocondutora da piperina era esperado que

houvesse uma reparacdo 0ssea mais significativa com a continuidade da liberacdo do farmaco.
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Esta, também foi limitada devido a interacdo do PCL- Piperina possibilitar uma taxa de

absorcdo mais lenta.
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Figura 16. (A) Area do pico 960cm™ dos animais tratados com scaffold de PCL, PCL/PIP
1%, PCL/PIP3 %,PCL/PIP 5% apds 15 dias de tratamento (B) Area do pico 960cm™ dos
animais tratados com scaffold de PCL,PCL/PIP 1%, PCL/PIP3 %, PCL/PIP 5% apds 30
dias de tratamento.

4.5.2 Andlise histolégica

Os defeitos 6sseos sdo bons modelos para o estudo de reparacdo tecidual, pois os
defeitos sdo menos propensos a influéncia de fatores mecanicos e influéncias maiores do
suprimento sanguineo [137,138,139,140].

Na utilizacdo do biomaterial na reparacao de defeitos 6sseos € desejavel que a estrutura
seja simulada e imitada a do osso bioldgico, para que ele possa se adaptar as mudancas de
estresse num certo intervalo de tempo e circular o sangue bem, garantindo o crescimento normal
e 0 metabolismo do tecido 6sseo, com a finalidade de acelerar a reconstrucdo oOssea [141].
Dentre os biomateriais poliméricos, os scaffolds se destacam devido sua biocompatibilidade e
atuacdo como estimulantes da proliferagcdo e diferenciacdo celular, ou como carreadores de
farmacos com atividade osteocondutora. O PCL atua como um scaffold carreador do farmaco,
devido suas propriedades de hidrofobicidade e excelentes propriedades mecanicas [142] e a
Piperina como farmaco com propriedades osteocondutora. Portanto, a ideia de combinar PCL
e Piperina neste estudo, foi baseada no fato da piperina ter apresentado propriedades
osteocondutora [26,41] e além disso, atividades analgésica, antipirética, antiinflamatoria e
antioxidante [109,110, 111].

Para avaliacao do reparo dsseo, foram escolhidos dois periodos experimentais, 15 e 30

dias. Tendo em vista a anélise estatistica dos achados histolégicos, em critérios quantitativos e
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qualitativos do presente estudo, optou-se por avaliar os critérios quantitativos e, posterior
avaliacdo qualitativa para descrever 0s mecanismos envolvidos no processo de reparo 6sseo de
defeitos tratados ou ndo com os scaffolds PCL- Piperina.

O processo de reparo 6sseo é descrito pela fase reparadora e fase de remodelacao [49].
Estas fases foram avaliadas pela analise histopatoldgica semiquantitativa utilizando os critérios
de unido e maturacdo Ossea pelo sistema de escore histoldgico descrito por Alves et al
2018[117] e Hedner e Linde, 1995[120] como parametros para avaliacdo quantitativa do reparo
0sseo.

No tratamento em 15 dias (Figura 17 A) os grupos PCL n&o apresentou diferencas
estatisticas em relacdo ao grupo controle negativo, indicando um reparo 6sseo semelhante ao
grupo controle. Entretanto, os grupos PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% apresentaram
reparo Gsseo estatisticamente iguais e em relacdo ao grupo controle apresentaram diferencgas
estatisticas em relagdo ao grupo controle, indicando melhor reparo 6sseo nos grupos contendo
a piperina. A remodelacdo 0ssea do tratamento em 15 dias (Figura 17B) ndo apresentou
diferencas estatisticas entre os grupos PCL, PCL/PIP 1%, PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5%,
indicando um processo de diferenciacéo celular estimulado nos grupos contendo a membrana
policaprolactona.

No tratamento em 30 dias (Figura 17C) a reparagdo 6Ossea do grupo PCL/PIP 1%
apresentou reparacdo 0ssea estatisticamente diferente do grupo controle. Entretanto, os grupos
PCL, PCL/PIP 3% e PCL/PIP 5% ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagao ao grupo
controle, indicando atraso na reparacdo 6ssea comparado ao grupo PCL/PIP 1%. A remodelacao
6ssea do tratamento em 30 dias (Figura 17D), os grupos PCL/PIP 1% e PCL/PIP5% ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas, e em relacdo ao grupo controle apresentaram
diferencas significativas, indicando um padrdo remodelacdo dssea significativa dos grupos
PCL/PIP 1% e PCL/PIP 5% em relacdo aos demais grupos.

A fase reparadora ocorre com o aparecimento de um grande nimero de fibroblastos
produtores de col&geno tipo 111 responsaveis pela formagéo de um calo fibroso, no qual as fibras
colagenas envolvem a regido lesionada. A medida que a acdo dos macréfagos prossegue, uma
nova rede capilar € formada oriunda das células endoteliais remanescentes dos vasos rompidos
e das celulas mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido do codgulo, juntamente
com fibroblastos e osteoblastos, para formar, rapidamente, um novo tecido 6sseo no local. Na
fase remodeladora, processos de reabsorcéo e neoformacdo ocorrem até que a regido lesionada
retome as caracteristicas morfologicas, biomecanicas e funcionais que possuiam antes da leséo
[49].
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Figura 17. (A) Score de neoformacgéo 6ssea dos animais tratados com PCL, PCL/PIP 1%,
PCL/PIP3%, PCL/PIP5% ap0s 15 dias de tratamento; (B) Score de remodelagédo 6ssea dos
animais tratados com PCL, PCL/PIP 1%, PCL/PIP3%, PCL/PIP5% ap6s 15 dias de
tratamento; (C) Score de neoformacdo dssea dos animais tratados com PCL, PCL/PIP 1%,
PCL/PIP3%, PCL/PIP5% apds 30 dias de tratamento; (D) Score de remodelagdo dssea dos
animais tratados com PCL, PCL/PIP 1%, PCL/PIP3%, PCL/PIP5% apss 30 dias de
tratamento. Control- grupo sem tratamento(controle negativo). a=p<0,05 quando
comparado ao grupo controle negativo.

A andlise histopatoldgica qualitativa avaliou o defeito cortical e suas areas marginais

(Figura 20 e 21). Apds 15 dias do periodo experimental, o grupo controle (Figura 18 A, B)

apresentou quantidade moderada de 0sso novo nas bordas, com uma reparagdo inicial

preenchendo a margem 0ssea. Na lesdo, ha trabéculas de tecido reparado com resquicios de

areas fibrinohemorragicas e areas de neoformacgdo éssea. Entretanto, € um 0sso imaturo,

celularizado e sem evidéncias de mineralizacdo. O grupo PCL (Figura 18 C, D) apresentou uma

area de maior retracdo 6ssea e diminuicdo do defeito Gsseo, pois as trabéculas dsseas se
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concentraram no interior do defeito 6sseo, adentrando na regido da medula 6ssea, enquanto no
grupo controle o trabeculado dsseo ficou limitado a superficie externa da cortical. Logo, no
grupo PCL, fica mais evidente as células mesenquimais se diferenciando em ostedcitos. No
grupo PCL/PIP 1% (Figura 18 E, F), PCL/ PIP 3% (Figura 18 G, H) e PCL/PIP 5% (Figura 18
I, J) ficou evidente formac&o de trabéculas dsseas, estimulando o reparo da lesdo semelhante ao
PCL, e no entorno do tecido de granulacao, areas de neoformacao déssea, onde se encontram

células mesenquimais indiferenciadas e outras se diferenciando em ostedcitos.

Figura 18. Analise histoldgica dos grupos de scaffolds ap6s 15 dias de implantacédo. (A)
coagulo 4X; (B) coagulo 10X; (C) PCL 4X; (D) PCL 10X; (E) PCL/PIP1% 4X; (F) PCL/PIP1%
10X ; (G) PCL/PIP3% 4X; (H) PCL/PIP3% 10X; (I) PCL/PIP5%. 4X; (J) PCL/PIP5%. 10X .
B- Osso saudavel; NB- Osso neoformado; *-vascularizacao.

Em 30 dias, no grupo controle (Figura 19 A, B) ocorreu reparacdo 0ssea em toda
extensdo do defeito dsseo, com espessura mais delgada, ndo havendo formacéo 6ssea madura,
contendo medula dssea, area fibrosa com tecido de granulacédo e linhas de mineralizacdo mais
evidentes. No grupo PCL (Figura 19 C, D) houve formacao de trabéculas 6sseas na parte mais
interna do defeito 6sseo, caracterizado por uma neoformacdo déssea no entorno da membrana
PCL, que ndo foi totalmente degradada, ficando evidente areas fibrinohemorragicas e trabéculas
de osso neoformado. No grupo PCL/PIP 1% (Figura 19 E, F) houve neoformacdo 6ssea em
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extensdo. Entretanto, isto ndo foi observado na espessura do defeito, por causa da diferenciagdo
0ssea na area do tecido de granulacdo. No grupo PCL/PIP 3% (Figura 19 G, H) e no grupo
PCL/PIP 5% (Figura 19 I, J) houve um preenchimento ao longo de toda a extenséo do defeito
0sseo as custas de um processo inflamatdrio no entorno da membrana. A maioria dos animais
apresentou reparacdo 0ssea completa na sua extensdo ou apenas defeitos menores, e quanto a
sua maturidade, foram observados exemplares com espiculas ramificadas e anastomosadas de

0SS0 prematuro organizados em padrdo heterogéneo e areas de tecido 6sseo compacto em todos

0S grupos.

Figura 19. Anélise histolégica dos grupos de scaffolds apds 30 dias de implantacdo. (A)
coagulo 4X; (B) coagulo 10X; (C) PCL 4X; (D) PCL 10X; (E) PCL/PIP1% 4X; (F) PCL/PIP1%
10X ; (G) PCL/PIP3% 4X; (H) PCL/PIP3% 10X; (I) PCL/PIP5%. 4X; (J) PCL/PIP5%. 10X .
B- Osso saudavel; NB- Osso neoformado.

Deste modo, pode-se subjetivamente observar que 0s grupos experimentais produziram
uma maior quantidade de 0sso, entretanto de forma mais difusa ao redor da membrana utilizada
no defeito. Este padrdo de reparo ésseo observado nos grupos contendo farmaco pode estar
associado a natureza hidrofobica do PCL e da Piperina, que propiciou a liberacdo lenta do
farmaco, e que apesar de possuir propriedades anti-inflamatorias foi limitada pelo seu

aprisionamento no scaffold de PCL, pois embora o PCL tenha demonstrado, em pesquisas
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recentes, excelentes biocompatibilidade, eficacia in vitro e in vivo e facil processamento através
da eletrofiacao, este polimero apresenta limita¢es quanto a sua natureza altamente hidrofdbica,
pois a hidrofilicidade das superficies dos scaffolds € muito importante para 0 comportamento
celular[129,130].

Vale ressaltar, que o PCL ndo foi completamente degradado no periodo experimental,
pois a degradacdo do PCL € lenta em comparacdo com seus copolimeros, tornando assim, o
PCL mais adequado para aplicacBes com a degradacé@o a longo prazo na regeneracdo 0ssea
[142]. A biodegradagdo do PCL é lenta e ocorre em duas etapas, permitindo que ele seja usado
em SLF com liberacdo de até mais de um ano [6]. Essa biodegradacdo lenta se deve a
hidrofobicidade da superficie e a alta cristalinidade do PCL [4]. Dessa forma, a alta
cristalinidade do PCL pode ser um problema para o desenvolvimento de SLF visto que este
requer que o polimero apresente uma biodegradabilidade curta [5]. Haja vista que, ndo
ocorrendo a degradacdo completa do polimero, consequentemente ndo ocorreu a liberagéo
completa do farmaco e mediante os resultados apresentados de atraso na reparacdo a liberacdo
rapida da piperina é mais adequada do que a liberacdo mais prolongada observada nos scaffolds
PCL-Piperina.
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CONSIDERACOES FINAIS

A regeneracdo Gssea proposta neste trabalho através da atuacédo da piperina nos grupos
contendo PCL/Piperina foi significativamente acentuada em relagdo ao grupo controle
negativo.

Estes dados foram justificados pela melhor regeneragéo dos grupos PCL/PIP 1% em 15
dias de tratamento e dos grupos PCL/PIP1% e PCL/PIP 5% em 30 dias de tratamento do defeito
0sseo, por espectroscopia raman e analise histologica. Houve uma liberacdo prolongada
promovida pelo PCL, um carreador de farmaco de natureza hidrofdbica, bastante utilizado em
estudos de liberacdo de farmacos, e consequentemente, a liberagao da piperina foi gradualmente
lenta e a neoformacdo 6ssea ficou restrita a parte interna do defeito 0sseo, configurando um
0sso imaturo e com diferenciacdo celular evidente. Portanto, para verificacdo da atividade da
piperina no reparo 0sseo é necesséria uma liberacdo maior no tempo de tratamento utilizado.
Entdo, sugere-se em trabalhos futuros a sintese de scaffolds mais hidrofilicos com o PCL para

a aceleracéo da liberacdo do farmaco e, consequentemente, reparo 6sseo mais significativo.
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