UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

AMANDA CRUZ DE ARAUJO

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE NANOFIBRAS PQLIMERICAS PARA A
LIBERACAO CONTROLADA DO HORMONIO
17B- ESTRADIOL

JOAOQ PESSOA - PB
2020



AMANDA CRUZ DE ARAUJO

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE NANOFIBRAS POLIMERICAS PARA A
LIBERACAO CONTROLADA DO HORMONIO
178- ESTRADIOL

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Biotecnologia do
Centro de Biotecnologia, da Universidade
Federal da Paraiba, como requisito
indispensavel para obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Lucio Roberto
Cancado Castellano.

Coorientadora: Prof. Dra. Elisangela
Afonso De Moura Kretzschmar.

JOAO PESSOA - PB
2020



FICHA CATALOGRAFICA

Catalogagdo na publicacgdo
Segdo de Catalogagdo e Classificacgdo

A663d Araujo, Amanda Cruz de.

Desenvolvimento de sistemas de nanofibras poliméricas
para a liberagdo controlada do horménio 17-estradiol /
Amanda Cruz de Araujo. - Jodo Pessoa, 2020.

40 £. : 12,

Orientagdo: Licio Roberto Cancado Castellano.
Coorientagdo: Elisangela Afonso De Moura Kretzschmar.
TCC (Graduagdo) - UFPB/CBIOTEC.

1. Estradiol. 2. Menopausa. 3. Nanofibras. 4. Liberacgdo
controlada. I. Castellano, Lucio Roberto Cancado. II.
Kretzschmar, Elisangela Afonso De Moura. III. Titulo.

UFPB/CCEN CDU 618.173(043.2)

Elaborado por JOSELIA MARIA OLIVEIRA DA SILVA - CRB-15/113




FOLHA DE APROVACAO

T~
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA (UFPB) CBiotec ‘o
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA (CBiotec) gl
CAMPUS | - JOAO PESSOA/PB S’
Coordenacao do Curso de Bacharelado em
Biotecnologia

ATA DE DEFESA PUBLICA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos vinte e sete dias do més de novembro de 2020, as 10:00h, em sessdo
publica realizada de forma remota, na Plataforma Google Meet, em atendimento
a Portaria N*232/GR/REITORIA/UFPB, de 16 de outubro de 2020 e a Resolugéo
Consepe N° 19/2020, na presenca da Banca Examinadora presidida pelo(a)
Professor(a) Dr(a). Lucio Roberto Cangado Castellano (ETS/CCS/UFPB) e
composta pelo(a)s avaliadore(a)s: 1. Prof(a). Dr(a). Elisangela Afonso de M.
Kretzschmar (DB/CBIOTEC/UFPB), corientadora; 2. M.a Daniela Bomfim de
Barros (PPGCB/UFPE), o(a) discente Amanda Cruz de Aradjo, matricula
2016024689, apresentou o Trabalho de Conclusdo de Curso intitulado:
“Desenvolvimento de sistemas de nanofibras poliméricas para a liberagédo
controlada do horménio 17B-estradiol”, como requisito curricular
indispensavel para a integralizagdo do Curso de Graduagdo em Biotecnologia.
Apos reunido em sessado reservada, a Banca Examinadora deliberou e decidiu
pela __Aprovacgdo do referido trabalho, divuigando o resultado
formalmente a(ao) discente e demais presentes e eu, Lucio Roberto Cancado
Castellano, na qualidade de Presidente da Banca, lavrei a presente ata que sera
assinada por mim, pelo(a)s demais avaliadore(a)s e pelo(a) discente.

N‘% Glecingplo. 4 s M. Knadypuchusert
Avaliador(a
Presid da Banca Examinadora ——.3

Ao, o oy Wooweitlos Gombirrrs de Bowiwh

Discente Avaliador(a) 2

Jo#io Pessoa/PB, 27 de novembro de 2020.



AGRADECIMENTOS

E com muita satisfacdo que apresento aqui meu trabalho de conclus&o de curso
que, na verdade, ndo é s6 meu, mas de todas as pessoas que, direta ou inderetamente,
contribuiram para a elaboragcéo desse trabalho e para o meu crescimento pessoal e
profissional.

Primeiramente agradeco a minha familia, em especial aos meus pais Guilherme
Calzavara de Araujo e Maria Rejane Cruz de Araujo, os melhores que eu poderia ter, e
aos meus irmaos Arthur Cruz de Aradjo e Alice Cruz de Araujo, pessoas que sempre me
incentivaram nas minhas escolhas e sdo meu porto seguro, tornando tudo aqui possivel.

Agradeco ao professor Lucio Roberto Cancado Castellano, por me acolher no
Laboratério de Analise e Cultivo Celular (LACEC) e me oferecer oportunidade,
motivacdo e apoio para fazer pesquisa, sempre com animacdo e prestatividade.
Também agradeco a toda equipe do LACEC, em especial a Tatiana Rita de Lima
Nascimento e a Rafael de Carvalho Aradjo que, com muita boa vontade, me ajudaram
na execucao desse trabalho e foram indispensaveis para esse TCC.

Aos meus amigos de curso, que encheram meus anos de graduagdo com
momentos felizes e de companherismo, agradeco a Turma 2016.02 e a Turma Linkage,
gue me acolheu com muito carinho desde o inicio. Em especial, agradeco a Eveline de
Arruda Martins e a Juliana Edelvacy Lima Pinto, minhas companheiras de laboratorio,
presentes nos momentos alegres, nos aperreios de quando os experimentos davam
errado e nas novas tentativas, sempre me passando positividade, apesar das nossas
reclamacdes. Também as minhas amigas Emmely Vitéria de Santana Cabral, Luana da
Silva Lobo Barbosa e Annie Elizabeth Beltrdo de Andrade, pelas risadas, pausas pro
café no meio do dia, revisdes apressadas antes das provas, por serem um apoio nos
momentos dificeis de uma graduacéo.

Agradeco a Proft. Dra. Elisangela Moura, por ter aceitado ser minha
coorientadora, pelo apoio e pela orientacéo nesse trabalho, e aos professores do Centro
de Biotecnologia, por todo conhecimento que me transmitiram durante a graduacéo e
pela dedicacdo ao ensino, superando as dificuldades e formando alunos da melhor

forma possivel.



RESUMO

A menopausa € uma fase bioldgica natural da vida feminina caracterizada pela
diminuicdo da secrecdo de estrogénios e muitas vezes, € acompanhada de sintomas
gue comprometem a qualidade de vida da mulher. Para tanto, a terapia hormonal de
reposicdo do estrogénio tem se mostrado positiva no controle dos sintomas da pos
menopausa, sendo os estrogénios enddgenos mais utilizados, dentre eles o estradiol,
principal horménio presente em mulheres na idade reprodutiva. Entretanto, uma
administracdo em excesso do estradiol pode gerar uma condi¢céo de hiperestrogenismo,
gue pode causar hiperplasia do endométrio, edema e desconforto em membros
inferiores, o que evidencia a importancia de uma terapia hormonal de qualidade. Nesse
sentido, as nanofibras sdo materiais que possuem pequena dimensdo e grande area
superficial, caracteristicas que as tornam favoraveis para a aplicagdo como dispositivo
de liberacdo de farmacos. Elas possuem a capacidade de promover uma liberacéo
controlada dependente da degradacédo de sua matriz polimérica, 0 que gera menores
taxas de perda do farmaco, menor necessidade de dosagens elevadas e anula a
necessidade de um evento cirargico para remocdo do dispositivo. Levando-se em
consideracdo o potencial terapéutico das nanofibras para a liberacdo controlada de
farmacos, este trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia de nanofibras de
PLA/PEG na liberagdo do horménio 17B-estradiol como método de terapia hormonal.
Foram sintetizadas duas nanofibras, uma controle, sem o hormonio, e uma nanofibra
com 17B-estradiol, ambas pela técnica de Solution Blow Spinning (SBS). A solucéo para
flacdo foi composta por cloroformio, acido latico (PLA), polietilenoglicol (PEG) e
horménio 17B-estradiol. Através da Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) foi observada a presenca dos polimeros PLA e PEG nas nanofibras,
entretanto ndo foi possivel identificar a presenca do estradiol na nanofibra o
incorporando, possivelmente devido a sobreposicao dos picos poliméricos com os do
horménio ou problemas técnicos com o espectofotdmetro utilizado. No experimento de
liberacdo do hormdnio o 17B-estradiol também néo foi detectado pelo espectrofotbmetro
UV-VIS em comprimento de onda de 280 nm. Dessa forma, € necessario que outros
meétodos de caracterizacdo sejam utilizados, como a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e a analise termogravimétrica (TGA), objetivando identificar a presenca do
horménio na nanofibra, e que o experimento de liberacdo controlada seja refeito.
Também é interessante a pesquisa a elaboracédo de mais grupos de nanofibras afim de
estabelecer a melhor condicéo de fiacdo da nanofibra.

Palavras-chave: Estradiol, Menopausa, Nanofibras, Liberacdo Controlada.



ABSTRACT

Menopause is a natural biological phase of female life characterized by a decrease in
estrogen secretion and is often accompanied by symptoms that compromise the
woman's quality of life. Therefore, estrogen replacement hormone therapy has been
shown to be positive in the control of postmenopausal symptoms, within the most used
endogenous estrogens, Estradiol stands out as the main hormone in women of
reproductive age. However, an excessive administration of estradiol can lead to a
condition of hyperestrogenism, which can cause endometrial hyperplasia, edema, and
discomfort in the lower limbs, his highlights the importance of hormonal therapy quality.
In this sense, nanofibers are materials that have a nanoscale and high specific surface
area, characteristics that make them favorable for application as a drug release device
and, when constituted by biodegradable polymers, they can promote controlled release
depending on the degradation of its polymeric matrix, which generates lower rates of
drug loss, less need for high dosages and eliminates the need for a surgical event to
remove the device. Taking into account the therapeutic potential of nanofibers for the
controlled release of drugs, this work aims to evaluate the efficiency of PLA / PEG
nanofibers linked to the release of the 17B-estradiol hormone as a method of hormonal
therapy. Two nanofibers were synthesized: a control, without the hormone, and a
nanofiber with 17B-estradiol, both using the Solution Blow Spinning (SBS) technique. The
spinning solution is composed of chloroform, lactic acid (PLA), polyethylene glycol
(PEG), and hormone 17(3-estradiol. Through Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) a presence of PLA and PEG polymers was observed in the nanofibers, although
it was not possible to identify the presence of estradiol in the nanofiber or incorporating
it, possibly due to the overlapping of the polymeric peaks with the hormones or technical
problems with the spectrophotometer used. In the hormone release experiment, 173-
estradiol was also not detected by the UV-VIS spectrophotometer at a wavelength of 280
nm. Thus, it is necessary that other characterization methods be used, such as scanning
electron microscopy (SEM) and thermogravimetric analysis (TGA), to identify the
presence of the hormone in the nanofiber, and that the controlled release experiment be
redone. It is also interesting to research the development of more groups of nanofibers
to establish the best spinning condition of the nanofiber.

Keywords: Estradiol, Menopause, Nanofibers, Controlled Release.
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1. INTRODUCAO

Na menopausa ocorre uma reduc¢do dos niveis de estrogénios circulantes, sendo
a do estradiol associada a mudancas metabdlicas que afetam a qualidade de vida da
mulher, como sudorese, alteracdes de sono e humor, fogachos e secura vaginal. A
terapia hormonal de reposi¢ao do estrogénio tem se mostrado positiva no controle dos
sintomas da pds menopausa. Entretanto, uma administracdo em excesso do estradiol
pode gerar uma condicdo de hiperestrogenismo, 0 que pode causar hiperplasia do
endométrio, edema e desconforto em membros inferiores, entre outras alteracbes que
comprometem o bem estar da paciente (WYGODA et al., 1999). Sendo assim, é
essencial o desenvolvimento de métodos de liberacdo controlada do estradiol para
manter seus niveis circulantes na concentracdo ideal, aumentando a eficiéncia da
terapia de reposi¢cao hormonal.

Neste sentido, os nanomateriais constituidos por polimeros biodegradaveis tém
atraido muita atencdo dos pesquisadores devido as suas potencialidades terapéuticas,
visto que aumentam a estabilidade do farmaco e possuem a capacidade de promover
uma liberacdo controlada dependente da degradacdo de sua matriz polimérica
(SOPPIMATH et al., 2001)(SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanofibras sdo uma forma
de material nanométrico e, por sua vez, possuem pequenas dimensdes e alta area
superficial especifica, propriedades que as tornam bastante indicadas nos dispositivos
de controle de farmaco (LU et al., 2011). A vantagem do uso de nanofibras poliméricas
guando em comparagcdo com as opcdes atualmente disponiveis no marcaso, pode ser
evidenciada pela maior area de contato superficial da nanofibra com o tecido do
paciente. Esse fato favorece a difusdo do horménio incorporado, gerando menores taxas
de perda do farmaco e consequentemente, menor necessidade de elevadas dosagens
(BONAN et al., 2015). Os polimeros mais utilizados atualmente sdo os biodegradaveis
aprovados pela Food and Drugs Adminstrations (FDA), tais como derivados do acido
latico (PLA) e do polietilenoglicol (PEG).

Levando-se em consideracdo que as nanofibras podem ser utilizadas como
dispositivos ou sistemas de liberacéo controlada de farmacos e que estes visam manter
a concentracao do farmaco em niveis terapéuticos por maiores periodos de tempo (TAO;
DESAI, 2003), este projeto tem como objetivo produzir nanofibras de PLA/PEG

vinculadas a liberacdo do horménio 173-estradiol como método de terapia hormonal.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Menopausa

A menopausa é definida pela Organizacdo Mundial de Saude como uma fase
biolégica, natural e ndo patolégica da vida feminina. Se trata de uma etapa de transicao
entre o periodo reprodutivo e o ndo reprodutivo, caracterizada pela redugéo da secrecao
de hormdnios ovarianos, pelo cessar das menstruacdes espontaneas e grande reducao
nas atividades dos ovarios, que deixam de libertar évulos mensalmente (ANTUNES;
MARCELINO; AGUIAR, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Os hormoénios sdo moléculas que funcionam como sinalizadores celular e séo
responsaveis pela integracdo de sistemas do organismo, dessa forma estando
envolvidos em diversas fung¢des corporais (FRIEDEN; LIPNER, 1975). Dentre esses
hormoénios, destacam-se 0s estrogénios, que estimulam o desenvolvimento e a
manutencao de caracteristicas femininas e, juntamente a progesterona, regem o ciclo
menstrual. Ademais, a menopausa € caracterizada por uma diminui¢do na sua secrecao,
condicdo conhecida como hipoestrogenismo. ‘Estrogénio’ € um termo referente a um
grupo de hormoénios esterdides que apresentam funcdes fisioldgicas e estruturas
guimicas semelhantes (NELSON, 2005). Eles podem ser sintéticos, alterados ou
produzidos farmacologicamente, ou enddgenos, produzidos naturalmente pelo

organismo, como € o caso da estrona, do estriol e do estradiol, ilustrados na figura 1.

Figura 1 - Estrogénios - E1 Estrona; E2 Estriol; E3 Estradiol.

EI-ESTRONA E2-ESTRIOL E3-ESTRADIOL

Fonte: Adaptado de <https://www.fetalmed.net/o-que-e-o-estrogenio/>.

2.2 Terapia Hormonal
A menopausa muitas vezes é acompanhada de sintomas que comprometem a
gualidade de vida da mulher, sendo estes motivos de queixas de moderadas a graves
para uma média de 72 milhdes de mulheres no mundo (POLONINI et al., 2011); o
método mais eficiente de controle para esses quadros € a terapia hormonal (TH) de

reposicdo do estrogénio, indicada pela Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS).


https://www.fetalmed.net/o-que-e-o-estrogenio/
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Ela atua no controle dos fogachos e da sudorese noturna, sintomas vasomotores que

atingem em torno de 75% das mulheres no climatério. Entretanto, apesar de estar
disponivel no mercado desde a década de 1940, ainda é necessaria muita pesquisa em
torno dos efeitos da terapia hormonal nas mulheres em menopausa (CLAPAUCH et al.,
2005)(ROZENBERG; VANDROMME; ANTOINE, 2013).

Existem evidéncias de que a TH leva a uma redugdo na chance de
desenvolvimento de cancer de célon, menor propensao a infec¢des urogenitais, além de
influenciar nos niveis plasmaticos de lipoproteinas, reduzindo os niveis de LDL e
aumentando os de HDL, diminuindo, assim, o risco de doengas coronarianas. Também
existem estudos que associam o uso de estrégenos a longo prazo (um minimo de seis
anos) e em altas doses a prevencao de fraturas osteoporéticas durante o tratamento
com TH. Ha também indicios de que a TH melhora alguns aspectos cognitivos em
mulheres menopausicas sintomaticas, como o0 raciocinio, estado de vigilancia,
velovidade motora e memoria verbal (POLONINI et al., 2011).

Entretanto, existem associacdes entre o uso da terapia hormonal em mulheres e
um aumento das chances de desenvolvimento de cancer endometrial e de mama, taxa
de risco de enfarto e eventos tromboembdlicos (o ultimo tendo o risco anulado se o
tratamento for por via transdérmica (POLONINI et al., 2011).

Por fim, a terapia hormonal € um tratamento essencial as mulheres na poés-
menopausa que sofrem com sintomas de meédios a graves advindos dessa fase, ainda
assim, as usuariais desse método necessitam de um acompanhamento medico rigoroso,
tendo em vista os varios efeitos colaterias que podem surgir com o uso da TH. Assim,
dado a sua importancia e complexidade, é essencial um maior estudo dos efeitos da
terapia hormonal nas mulheres na menopausa e de novas formas de melhorar esse

terapia para oferecer maior seguranca as usuarias.

2.3Estradiol

A terapia de reposicdo hormonal para mulheres na pés-menopausa tem como
principal componente o estrogénio, que pode ser utilizado isolado ou em combinacao
com progesterona. Os estrogénios mais utilizados sao os enddégenos, como é o caso da
estrona, do estriol e do estradiol (Fig.1)(PANTALEAO et al., 2009).

O estradiol é o principal horménio em mulheres na idade reprodutiva. E necessario
para o desenvolvimento de caracteristicas sexuais primarias, atuando como hormonio
de crescimento para os 6rgaos reprodutivos femininos, e secundarias, sendo essencial
para o desenvolvimento normal da mama, alteracdes de pele, distribuicdo de gordura,

entre outras alteracdes fisiologicas que ocorrem na puberdade. Também é importante
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para a manutengdo da saude reprodutiva da mulher, sendo essencial no processo de

ovulacdo e manutencao da gravidez (MANDAL, 2020).

Além disso, o estradiol € necessario para o0 crescimento 0sseo adequado e
manutencao da saude dos 0ssos e das articulagdes, seus niveis baixos podem causar
osteoporose e oteopenia e a sua deficiéncia relativa em mulheres na pds-menopausa
pode acelerar a perda 6ssea (MANDAL, 2020). Ademais, a reducdo dos niveis de
estradiol circulantes estad associada a sintomas como sudorese, alteracbes de sono e
humor, fogachos e secura vaginal, mudancas que afetam a qualidade de vida da mulher.
Todavia, 0 excesso desse hormdnio também ocasiona consequéncias negativas,
podendo levar a condicdo de hiperestrogenismo, que estd associada a edema e
desconforto em membros inferiores, hiperplasia do endométrio, entre outros sintomas
gue comprometem o bem estar do individuo (WYGODA et al., 1999).

Dessa forma, a importancia do estradiol e da manutencao de seu nivel fisioldgico
dentro do ideal para o bem estar da mulher € comprovada pela literatura, o que evidencia

a importancia de uma terapia hormonal de qualidade.

2.4Liberagédo controlada de farmacos

Os sistemas de liberacao convencional de farmacos, tais como cremes, pomadas,
injecOes e formulagcdes orais (comprimidos, capsulas e solucdes), liberam rapidamente
0 seu principio ativo, 0 que gera oscilagbes na concetracdo de farmaco na corrente
sanguinia, gerando um pico seguido de um declinio, o que torna mais dificil manter essa
concentracao nos niveis terapéuticos (SIEPMANN; SIEGEL; RATHBONE, 2012).

O avanco da ciéncia tornou possivel o surgirmento dos sistemas de liberacao
controlada de farmacos, definido como um dispositivo elaborado visando maximizar a
resposta terapéutica do paciente por meio da liberacdo de uma quantidade determinada
de farmaco em um local de acéo e intervalo de tempo determinados (JEON; YANG; KIM,
2012). Em comparacdo com 0s sistemas convencionais, a liberacdo controlada
consegue manter a concentracdo do farmaco constante na faixa terapéutica por um
periodo prolongado, utilizando-se administracdo Unica, o que implica numa quantidade
menor de farmaco utilizada em comparagdo com 0s sistemas convencionais, além de
uma menor frequéncia de adminstracdo do principio ativo, o que diminui o risco de
toxicidade, aumenta a eficacia do tratamento e o conforto do paciente, como pode ser
observado na figura 2 (HENRIQUE; FALCARE; LOPES, 2006; LANGER, 1990).
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Figura 2 - Comparacéo das variagdes de concentracéo de farmacos administrados por métodos

convencionais e sistemas de liberagédo controlada.
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Fonte: Adaptado de fonte <https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Vantagens-da-liberacao-

controlada-e-sustentada-de-farmacos-em-relacao-a_fig44 _301793887>

2.5Nanofibras

As nanofibras sdo uma forma de material polimérico em escala nanométrica e, por
possuirem pequenas dimensdes e alta area superficial especifica, sdo favoraveis a
diversos tipos de aplicacdes, dentre elas: areas de engenharia de tecidos, terapia com
células-tronco, terapia do cancer, tratamento de feridas, como biosensores e como
dispositivos de liberacdo controlada de farmaco (LU et al., 2011)(WENG; XIE, 2015).

As nanofibras constituidas por polimeros biodegradaveis possuem a capacidade
de promover uma liberacdo controlada de substancias através do processo de
degradacédo por hidrélise ou enzimatica de sua matriz polimérica. Assim, além de
promover uma liberacdo controlada do farmaco incorporado a essa matriz, gerando
menores taxas de perda do farmaco e menor necessidade de elevadas dosagens
(BONAN et al., 2015), anula o risco de um evento cirdrgico para remoc¢ao do dispositivo
(SOPPIMATH et al., 2001);(SCHAFFAZICK et al., 2003), caracterizando-se como uma
vantagem no uso de nanofibras poliméricas sobre a versdo de implantes nao
biodegradaveis.

O polimero ideal a ser utillizado como biomaterial deve possuir algumas
caracteristicas especificas, dentre elas: ndo promover resposta toxica/inflamatéria no
organismo (biocompatibilidade), ser totalmente metabolizado apds finalizar seu
propdsito, ter um tempo de vida util aceitavel e ser facilmente esterilizado. Os polimeros
biodegradaveis mais utilizados para a sintese de fibras séo os aprovados pela Food and
Drugs Adminstrations (FDA), tais como derivados do acido latico (PLA) e o
polietilenoglicol (PEG), ilustrados na figura 3 (MIDDLETON; TIPTON, 2000);
MALAFAYA; SILVA; REIS, 2007).
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O poliacido lactico (PLA) € um polimero hidrofobico, biocompativel e biodegradavel,

com uma taxa de degradagcao que pode chegar a 24 meses dependendo do grau de
cristalinidade (add ref). J& o poli etilenoglicol (PEG) é um polimero na maioria das vezes
considerado hidrofilico e biocompativel, além de ser geralmente ndo imunogénico e
apresentar uma maior elasticidade que o PLA. A utilizacdo de uma combinacdo dos
polimeros PEG e PLA como biomaterial para a sintese de nanofibras € normalmente
baseada numa melhora da elasticidade e biocompatibilidade do sistema, além da
presenca do PEG melhorar a sua hidrofilicidade, acelerando sua taxa de degradagéo.
Dessa forma, a propor¢do de PEG/PLA utilizada tem grande influéncia na taxa de
degradacdo da matriz polimérica (XUE et al., 2017).

Figura 3 - Polimeros Poli (acido lactico) (PLA) e Polietilenoglicol (PEG).
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o)
n n
Poli (acido lactico) (PLA) Polietilenoglicol (PEG)

Fonte: Autoria propria.

2.6Processo de producao de nanofibras

As nanofibras podem ser produzidas pela técnica de fiacdo por sopro em solucéo,
Solution Blow Spinning (SBS), que consiste na utilizacdo de um fluxo de ar comprimido
para o deslocamento da solucao polimérica e sintese das nanofibras. O equipamento
necessario para essa sintese é composto por uma fonte de ar comprimido, o qual
fornece a solucédo gasosa em alta velocidade e sob pressao controlada para o sistema,
deslocando a solucéo polimérica.

O equipamento também € composto por uma seringa hipodérmica associada a uma
bomba de infusdo, para uma taxa de injecdo controlada da solucdo polimérica, e
conectada a um dispositivo que integra os fluxos e os direciona a um coletor, localizado
na direcao do fluxo de ar (Fig. 4A). Esse dispositivo responsavel por integrar os dois
fluxos consiste de um bocal interno, por onde é bombeada a solucdo polimérica, e um
externo, pelo qual se desloca o gas pressurizado que desloca a solucédo até o coletor,
localizado a uma distancia fixa do dispositivo, ilustrado na figura 4B (VURAL et al., 2015)
(TUTAK et al., 2013) (MEDEIROS, E. S. et al., 2009).



Figura 4 - (A) Esquema geral de Solution Blow Spining; (B) Dispositivo utilizado.
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Fontes: Adaptado de (A)(MEDEIROS, E. S. et al., 2009); (B)(VURAL et al., 2015).
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Dessa forma, a técnica € considerada simples e eficiente em comparagcdo com

Solugdo
polimérica

outras técnicas de fiagdo de nanofibras, além de utilizar processos que permitem uma

producéo industrial em larga escala.

Sendo assim, tendo em vista o grande namero de mulheres que ulilizam a terapia

hormonal para controle dos sintomas da menopausa, a complexidade e importancia

dessa terapia e o potencial das nanofibras poliméricas como dispositivo de liberagéao

controlada de farmacos, esse trabalho tem como objetivo elaborar nanofibras de

poliacido lactico/polietilenoglicol (PLA/PEG) para a liberagdo do hormonio 17B-estradiol

como método de terapia hormonal, oferecendo uma nova opc¢éo de dispositovo para a

terapia hormonal para mulheres na pdés menopausa e contribuindo para maiores

conhecimentos na area.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Produzir nanofibras de poliacido lactico/polietilenoglicol (PLA/PEG) e analisar o
potencial como sistema de liberagao do hormonio 17f-estradiol como método de terapia

hormonal.

3.2. Objetivos especificos

l. Produzir e caracterizar nanofibras de PLA/PEG incorporadas ao horménio

estradiol;

II.  Avaliar o perfil de liberagdo do estradiol pelas nanofibras poliméricas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Sintese de Nanofibas

4.1.1.Solution Blow Spinning

Nessa pesquisa foi utilizado o método convencional de SBS e as condigfes
experimentais foram baseadas em estudos prévios de MEDEIROS et al. (2009) e
MEDEIROS et al. (2016). Foram sintetizadas duas nanofibras, uma com a presenca do
hormdnio 17B-estradiol (CH) e uma com a sua auséncia (SH), visando o controle do

experimento.

(A) Materiais

As nanofibras desse projeto foram produzidas pela técnica de fiacdo por sopro em
solucédo, Solution Blow Spinning (SBS), e os polimeros utilizados foram o acido latico
(PLA), que possui uma massa molar de 12500 g mol?, comprado na Biomater — Sao
Carlos, SP, Brasil, e o polietilenoglicol (PEG), cuja massa é molar 8000 g mol?,
comprado na Sigma-Aldrich. Também foi utilizado o solvente cloroférmio e 0 hormdnio

17B-estradiol, comprado na Dilecta — BR.

(B) Preparacéao das solucdes poliméricas

As solucdes para fiacdo de ambas as nanofibras foi composta por 10 mL do
solvente volatil cloroférmio, 1,059 de acido latico (PLA), 0,459 de polietilenoglicol (PEG)
e, no caso da solucdo para fiacdo da nanofibra CH, 10 mg de 17B-estradiol, seguindo
uma concentracdo polimérica de PLA/PEG de 7:3, com incorporagao de 6,7% de 17[3-
estradiol dissolvido em cloroférimo. A concetracdo de 17B-estradiol escolhida foi
baseada nos sistemas de implantes hormonais atuais.

Os polimeros e o horménio, no caso das nanofibras CH, foram dissolvidos no
solvente com auxilio de um agitador magnético, obtendo-se as solu¢cfes poliméricas,

conforme ilustrado na figura 5.
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Figura 5 - Representacéo da preparacéo das solugdes poliméricas.
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Fonte: Autoria propria.

Agitador magnético

(C)Sintese

A solucao polimérica previamente preparada, tanto para as nanofibras CH quanto
SH, foi colocada em uma seringa, que foi configurada na bomba de infusdo com uma
taxa de injecado de 120 uyL-min—-1 (7,2 ml/hora). O coletor utilizado foi posicionado na
horizontal e a 20 cm do ponto de ejecdo da solucdo polimérica, distancia suficiente para
evaporacao completa do solvente antes da solucao atingi-lo. O coletor foi revestido com
papel aluminio para deposicdo das nanofibras a serem produzidas e obteve rotacéao de
600 rpm. A pressdo do ar foi controlada em 30 psi para ambas nanofibras. Os
parametros para a sintese das nanofibras foram ilustrados na figura 6 e, para ambas as
nanofibras, a fiacdo foi concluida quando a solucéo polimérica foi totalmente ejetada. Ao
final da sintese, o papel aluminio contendo as nanofibras é retirado do equipamento SBS
(Fig. 7)(MEDEIROS, E. S. et al., 2009) (MEDEIROS, E. L. G. et al., 2016).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo dos parametros utilizados na sintese por Solution Blow Spining.
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Fonte: Adaptado de (MEDEIROS, E. S. et al., 2009).

Figura 7 - (A) Estrutura SBS; (B e C) Nanofibras.

Fonte: Autoria prépria.

4.2. Caracterizacdo das nanofibras
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4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectrofotometria se trata do estudo da interacdo da radiagdo eletromagnética
com a matéria (SKOOG et al., 2002) e a mesma na faixa do infravermelho (UV) € um
importante método de caracterizacdo que possibilita a identificacdo de grupos funcionais
de uma amostra. Ao entrar em contato com a radiacgao infravermelha cada grupo possui
uma frequéncia caracteristica, apresentando vibracdes especificas que sdo medidas
pelo equipamento em relagdo ao comprimento de onda (SILVERSTEIN et al., 1994), o
gue permite a identificacdo de compostos organicos de amostras em diferentes estados
fisicos como liquido, sélido e gasoso (SKOOG et al., 2010; SHAI, 2012).

O espectrofotdmetro com transformada de Fourier (FTIR) € um instrumento
utilizado para espectroscopia infravermelha que permite que a amostra em analise seja
submetida a varios comprimentos de onda ao ser exposta a um Unico pulso de radiacédo
(MORGANO et al., 2005), sendo seu funcionamento ilustrado na figura 8. O método &
possivel devido a utilizacdo do interferdometro de Michelson, dispositivo composto por
dois espelhos (um fixo e um movel) e um divisor de feixe, e do processo mateméatica
chamado Transformada de Fourier para interpretacdo dos dados.

Ao ser emitida, a radiacdo UV incide no interferdbmetro de Michelson e se choca
com um divisor de feixe, que direciona 50% da radiacdo para um espelho fixo e 50%
para um espelho movel. Os espelhos, entéo, refletem os dois feixes para um divisor, no
gual se recombinam, gerando interferéncias construtivas e destrutivas que formam um
sinal complexo denominado interferograma, que atinge a amostra. ApOs incidir na
amostra, o interferograma € captado por um detector fotossensivel, comparado com um
feixe de referéncia e, por meio do processo matematico chamado Transformada de
Fourier, os dados sdo convertidos em um espectro que relaciona intensidade de
absorcao (absorbancia) em funcdo do nimero de onda (frequéncia) (MORGANO et al.,
2005)(FIGUEIREDO, 2009)(I1ZIDA, 2007).
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Figura 8 - Esquema ilustrativo da Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR).
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Para possibilitar a leitura no espectrofotdmetro IRAffinity-1 foram preparadas
pastilhas de ambas as nanofibras. O recipiente no qual a amostra sera colocada deve
absorver o minimo possivel de luz nas regides do espectro, visando o minimo de
interferéncia no resultado. Para amostras solidas, como no caso da pesquisa em
guestdo, a preparacdo com brometo de potassio (KBr) em pé é um método eficiente,
visto que o mesmo ¢é transparente até 400 cm™ e sob pressdo se funde incluindo o
composto de interesse em uma matriz. Dessa forma, o espectro obtido ndo contera
bandas interferente (PAVIA, 2016, p. 26).

Inicialmente, foi obtido o espectro de referéncia (branco). Para tanto, KBr foi
prensado a 10 toneladas para formacao de uma pastilha, que foi submetida a leitura pelo
equipamento, obtendo o espectro. Em seguida cada amostra foi preparada para
obtencao do seu espectro. Amostras das nanofibras com peso de 0,019 foram coletadas
e maceradas com 0,25g de Brometo de Potassio, na propor¢cdo massica amosta/KBr de
1:25. A mistura foi prensada a 10 toneladas para obter a amostra em forma de pastilha.
As pastilhas foram entdo colocadas no espectrofotometro IRAffinity-1 e a 0s espectros
foram registrados a temperatura ambiente e faixa espectral compreendida entre 4000 e
500 cm™.
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Figura 9 - (A) Coleta de amostra de nanofibra; (B) Maceragdo de amostra de nanofibra com brometo de
potassio; (C) Espectrofotdmetro IRAffinity-1.

Fonte: Autoria propria.

4.3. Ensaio de liberagéo controlada hormonal

4.3.1. Elaboracao da curva de calibracéo

A curva de liberacdo do hormdnio estradiol foi feita através do espectrofotdmetro UV-
vis. O 17B-estradiol foi dissolvido em etanol a 99,9%, gerando uma solucao estoque com
uma concentracao de 0,27 mg/mL, que foi alvo de varias diluicdes seriadas seguidas de
leituras no espectrofotdmetro UV-vis no comprimento de onda de 280 nm, o0 que gerou

a curva de calibracédo, conforme ilustrado na figura 10A.

4.3.2. Liberacao do estradiol

Amostras das nanofibras, tanto da composta com o horménio estradiol (CH)
guanto da controle (SH), foram imersas em 30 mL de etanol 99,9% e deixadas em uma
incubadora sob agitacdo constante a 120 rpm e temperatura de 37 °C. Volumes fixos da
solucéo foram retirados a intervalos de tempo determinados (30 min, 45 min, 90 min,
120 min, 180 min, 240 min, 24h, 48h, 72h, 96h, 7 dias, 8 dias, 9 dias), sendo esses
volumes repostos com etanol 99,9%. Todas as amostras retiradas foram analisadas
através do espectrofotbmetro UV-vis, da Shimadzu, sendo feita entdo a analise da
liberagdo do horménio ao longo do tempo por meio de leituras no comprimento de onda
de 280 nm, protocolo representado na figura 10B. O experimento foi feito em triplicata
(Fig. 11)(UNNITHAN et al., 2015).
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Figura 10 - (A) Esquema ilustrativo da obteng&o da curva de calibragdo do 173-estradiol; (B) Esquema
ilustrativo da obten¢éo da curva de liberacdo hormonal.
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Figura 11 - Experimento de liberacdo hormonal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Espectroscopiano Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia de absorcéo na regiao do infravermelho (FTIR) foi utilizada para
auxiliar na determinacdo dos compostos que apresentam espectros de absorcdo na
regido do infravermelho e estdo presentes nas amostras (a) de nanofibras sem 17p3-

estradiol e (b) nanofibras encapsulando o hormdnio 17B-estradiol, como pode ser
obsevado na figura 12.

Figura 12 - FTIR das Nanofibras com e sem estradiol.
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Fonte: Autoria propria.

A partir da analise do espectro, observa-se a presenca de picos nos comprimentos
de onda 1756 cm™ e 960 cm™, o que pode ser um forte indicativo da presenca do
polimero PLA, sendo esses picos referentes, respectivamente, ao estiramento do grupo
carbonila (C=0) do grupo éster do PLA e ao estiramento do seu grupo éter (C-O-C).

Os picos observados nos comprimentos de onda 2885 cm!, 3500 cm™ e 960 cm-
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! sdo indicativos da presenca do polimero PEG e correspondem, respectivamente, ao

estiramento do (CH), as vibragbes de estiramento de grupos hidroxila associados a
pontes de hidrogénio (O-H) e, assim como no caso do polimero PLA, ao estiramento do
grupo do seu grupo éter (C-O-C) (BISWAL; SAHOO; MURTHY, 2009)(CHINH et al.,
2014)(XU et al., 2009).

O hormonio 17B-estradiol ndo foi identificado no espectro obtido, visto que nao foi
observada a presenca de suas principais bandas caracteristicas, que incluem bandas
largas na faixa 3436-3227 cm™ atribuidas ao grupo O-H, na faixa 1227-1340 cm™
referentes a deformacéao no grupo fenol (O-H) e 1017-1051 cm™ referentes a deformacéo

do grupo (C-O), como pode ser observado na figura 13 (UNNITHAN et al.,
2015)(SILVERSTEIN et al., 1994).

Figura 13 — Espectro do 17B-estradiol
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Fonte: (MINAEV; MINAEVA, 2006)

Assim, é possivel identificar a presenca dos polimeros PLA e PEG nos graficos
infravermelhos, entretanto o espectro ndo apresentou nenhuma banda que possa estar
relacionada ao estradiol. Uma possivel justificativa para esse resultado é que, devido a
proximidade entre os picos caracteristicos dos polimeros com os referentes ao horménio,
tenha ocorrido uma sobreposicdo dessas bandas, impossibilitando a identificacdo do

17p-estradiol. Dessa forma, se torna necesséaria a utilizacdo de outros métodos de



30
caracterizacao para confirmar a presenca do 17p3-estradiol na nanofibra.

5.2. Liberacao hormonal

As concentragbes de 17B-estradiol utilizadas para elaboracdo da curva de
liberacdo e a sua absorbancia estéo retratadas na tabela 1. A figura 13 representa a
curva de calibragdo do hormdnio 173-estradiol, elaborada dentro dos padrbes de
confiabilidade, tendo um R? de 0,992, coeficiente de correlacdo de Pearson aceitavel
(acima de 0.90 e abaixo de 1.00, valor méximo possivel).

Tabela 1 - Concentracdo/Absorbancia do Estradiol.

Concentragédo
Estradiol 0,2700 0,2430 0,2160 0,1890 0,1620 0,1350 0,1080 0,0810 0,0540 0,0270 0,0135 0,0054 0,0027
(mg/mL)

Absorbancia
0,955 0,815 0,794 0,739 0667 0576 0526 0461 0,360 0,304 0,228 0,225 0,199

(nm)

Fonte: Autoria propria.

Figura 14 - Curva de Calibracéo Estradiol.
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Fonte: Autoria propria.

Em relagéo a liberagdo hormonal das nanofibras, foi observado que a nanofibra
controle (SH) nao apresentou liberacdo do horménio durante o tempo de experimento,
como pode ser observado na tabela 2 e na figura 14, sendo esse resultado coerente visto
que o 17B-estradiol ndo estd presente na sua composi¢cdo. Entretanto, a nanofibra
incorporada ao horménio (CH) apresentou uma liberagdo praticamente nula do 173-

estradiol ao longo dos 9 dias, como observado na tabela 3 e na figura 14.

Tabela 2 - Liberag@o Nanofibra sem horménio (SH) - Tempo/Concentragéo.

Concentragdes (mg/mL)

Tempo Média
(min) SH1 SH2 SH3
30 0 0 0 0
45 0 0 0 0
90 0 0 0 0
120 0 0 0 0
180 0 0 0 0
240 0 0 0 0
1440 0,006 0,007 0,005 0,006
2880 0,005 0,002 0 0,002
4320 0,002 0,001 i 0,002
5760 0 0 0 0
10080 0,009 0,001 0 0,003
11520 0 0,001 0 0

12960 0 0 0 0




Fonte: Autoria propria.

Tabela 3 - Liberagéo Nanofibra com horménio (CH) Tempo/Concentracgéo.

Concentragdes (mg/mL)

Tempo Meédia
(min) CH1 CH2 CH3
30 0 0 0 0
45 0 0 0 0
90 0 0 0 0
120 0 0 0 0
180 0 0 0 0
240 0 0 0 0
1440 0,014 0,011 0,021 0,015
2880 0,007 0,006 0,005 0,006
4320 0,005 0,004 0,009 0,006
5760 0 0 0 0
10080 0 0 0 0
11520 0 0,012 0,002 0,005
12960 0 0 0 0

Fonte: Autoria propria.
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Figura 15 - Liberagdo Nanofibras com Horménio (CH) e sem Horménio (SH).
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Fonte: Autoria propria.

Nos estudos de Chulalongkorn (2010) foi produzida uma nanofibra com os
polimeros PEO e alginato encapsulando estradiol, sintetizada pelo método de
eletrofiacdo, e nesse caso o horménio foi detectato no FTIR e sua liberacdo foi
observada. Estudos de Unnithan et al. (2015) produzem uma nanofibra de poliuretano-

dextrano carregado com estradiol, também sintetizada pelo método de eletrofiacdo, com

resultados positivos de liberacdo do estradiol.
A técnica de sintese por SBS ultilizada nesse estudo foi criada baseada nos

meétodos de eletrofiacdo e blow spinning, apresentando como vantagens uma maior taxa
de producéo e a ndo necessidade de campo eletrico (TUTAK et al., 2013). Nesse método
a solucéo polimérica € composta por polimeros, pelo farmaco a ser incorporado e por um
solvente solivel que evapora rapidamente antes das fibras serem depositadas na

superficie de coleta (BEHRENS et al., 2014).
Dessa forma, tendo em vista que a liberacéo do 17B-estradiol pode ser observada

na literatura, seria interessante que o experimento de libera¢do controlada fosse refeito,

afim de confirmar o resultado obtido.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0141813015001300#!
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6. CONCLUSAO

Concluimos que foi possivel realizar a sintese da nanofibra de PLA/PEG sem o
horménio 17B-estradiol através do método de Solution Blow Spinning entretando, se
tratando da nanofibra de PLA/PEG com hormonio, a presengca do mesmo nao foi
comprovada. Ambas as nanofibras foram caracterizadas através da Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e foi realizado o experimento de
liberag&o controlada dos materiais.

Através da FTIR foi observada a presenca dos polimeros PLA e PEG nas
nanofibras, porém ndo foi possivel identificar a presenca do 173-estradiol. Uma possivel
justificativa para esses resultados € que o método de caracterizacdo por FTIR nao foi
eficaz na identificacdo do 17(3-estradiol, podendo ter ocorrido sobreposi¢cdo dos picos
poliméricos com os do horménio ou problemas técnicos com o espectrofotdmetro
IRAffinity-1. No experimento de liberagdo controlada do hormonio ele também n&o foi
detectado pelo espectrofotdmetro UV-vis.

Para avancos nessa pesquisa € necessario que outros meétodos de
caracterizacao sejam utilizados visando identificar a presenca do horménio no material,
dentre eles a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a analise termogravimétrica
(TGA). Em relacao aos resultados de liberacdo hormonal, tendo em vista que a mesma
pode ser observada na literatura, seria interessante que o experimento de liberacao
controlada fosse refeito, afim de confirmar o resultado obtido. Também é favoravel a
pesquisa a elaboracdo de mais grupos de nanofibras, em diferentes condicbes de
sintese e proporcdes poliméricas e de farmaco, afim de estabelecer a melhor condicdo

de fiacdo da nanofibra.
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8. GLOSSARIO

Biocompatibilidade

Biodegradavel

Brometo de potassio

Cloroférmio

Coélon

Comprimento de onda

Endbgenos
Endometrio

Espectro

Espectofotometria

Etanol

Estradiol

Estriol

Estrogénio

Estrona

Eventos tromboembdlicos

Fogachos
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Compatibilidade biolégica de algo,
quando ndo causa reacdes indesejaveis
aos tecidos e fluidos corporais.

Que pode ser decomposto por acdo de
agentes bioldgicos.

Um composto quimico formado de
potassio e bromo.

Composto quimico do grupo dos haletos
organicos cuja formula quimica € CHCls.
Parte central do intestino grosso.

Medida de distancia de valores repetidos
sucessivos da propagacdo de ondas
sonoras por um determinado material.
Aquilo que tem origem no interior.

Tecido que reveste a parede uterina.
Representacdo da intensidade da
radiacdo em funcdo do comprimento de
onda de um sistema.

Estudo da interacdo da radiacéo
eletromagnética na faixa do infravermelho
(UV).

Substancia organica.

Principal estrogénio em mulheres na
idade reprodutiva.

Tipo de estrogénio enddgeno.

Grupo de hormdnios estrogenos com
funcdes fisioldégicas semelhantes.

Tipo de estrogénio enddgeno.

Eventos relacionados a formacédo de
coagulos no interior das veias.

Ondas de calor caracteristicas da

menopausa.



Fraturas osteoporoéticas

Grupo carbonila

Grupo éster

Grupo éter

Grupo hidroxila

Hormonio

Hidrofobico

Hidrofilico

Hiperestogenismo

Imunogénico

InfeccBes urogenitais

Bomba de infusao

Interferograma

Lipoproteina

Massa molar

Menopausa

Nanofibra

Nanomaterial
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Fraturas 0sseas associadas a

osteoporose.

Grupo funcional constituido por um atomo
de carbono e um de oxigénio.

Grupo funcional constituido por um &acido
carboxilico e um élcool.

Grupo funcional constituido por dois
atomos de carbono separados por um de
oxigénio.

Grupo funcional constituido por um atomo
de hidrogénio e um de oxigénio.
Molécula que funciona como sinalizador
celular, responséavel por integrar sistemas
do organismo.

Referente a ndo solavel em agua.
Afinidade com agua, solavel na mesma.
Condicao causada pelo excesso de
estradiol no organismo.

Que provoca resposta do sistema imune.

InfecgBes no aparelho urinario e genital.
Aparelho utilizado para perfundir liquidos
com fluxo e volume controlados.

Sinal complexo formado durante a técnica
de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier.

Agregado molecular envolvido no
transporte de lipideos em meios liquidos.
Massa em gramas de um mol de uma
substancia.

Fase bioldgica, natural e ndo patologica
da vida feminina.

Mateial nanométrico, com pequena
dimensdo e alta area superficia
especifica.

Material na escala nanométrica.



Nivel terapéutico

Osteoporose

Oteopenia

Principio ativo

Poliacido lactico (PLA)

Polietilenoglicol (PEG)

Polimero

Progesterona

Solucao estoque

Solavel

Solvente
Sudorese
Terapia hormonal

Via transdérmica

Vibracdo de estiramento
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Quantidade necessaria de um agente

terapéutico para causar efeito terapéutico.
Doenca caracterizada pela diminuigéo da
densidade Ossea e aumento do risco de
fraturas.

Condicéo fisiologica caracterizada pela
perda gradual da massa déssea, que pode
levar a osteoporose.

Substancia que deverad exercer efeito
farmacaldgico.

Polimero hidrofébico, biodegradavel e
biocompativel.

Polimero hidrofobico e biocompativel.
Macromoléculas formadas por
mondmeros, moléculas de baixa massa
molecular.

Horménio importante na regulacdo do
ciclo mentrual e na manutencdo da
gestacao.

Solucdo concentrada, pode ser diluida,
fonecendo solucdes de menor
concentracao.

Que pode ser dissolvido.

Substancia que dissolve um soluto.
Secrecao de suor, transpiracao.
Tratamento com utilizacdo de hormonios.
Via de administracdo de medicamento na
gual o mesmo é absorvido pelo organismo
através da pele.

Oscila¢@es radiais das distancias entre os

nucleos de dois atomos.



