G8 — Camila, Ellen, Flavia, Layara e Leticia.

Itens Nota obtida/(nota total)
Resumo 1,5/(1,5)
Introdugdo 1,5/(1,5)
Materiais e métodos 1,5/(1,5)
Resultados e discussdo 1,8/(2,0)
Conclusdo 1,0/(1,0)
Potencial da nanoestrutura 1,0/(1,0)
Referéncias 0,4/(0,5)
Adequagdo a formatagdo 0,5/(0,5)

Total 9,2

O titulo do projeto poderia ser melhor formulado. Como se trata do uso para tratamento da menopausa
para mulheres cis e terapia hormonal para mulheres trans, algo relacionado ao uso proposto poderia ser
abordado no titulo. Além disso, como traz a palavra “nanoencapsulada” geralmente pode ser redundante
dizer que é para a liberagdo controlada do farmaco. Além disso, € uma formulagdo transdérmica, algo que
poderia também aparecer no titulo.

Sugestdo: Desenvolvimento de formulagdes transdérmicas contendo nanocédpsulas com estradiol para a
utilizagdo em terapias hormonais femininas.

Resultados e discussdo: as nanoestruturas ndo precisam apresentar exatamente 115 nm como foi possivel
no artigo usado como referéncia. O certo é saber mais ou menos com quantos nm a nanoparticula permeia
pela pele e é absorvida pela corrente sanguinea, lembrando que também a rigidez/flexibilidade e outros
parametros também vao influenciar no processo, ndo apenas o tamanho.

Foi obtido o Pdl|de 0,2 o que é muito bom, esse resultado deveria ter sido discutido com uma perspectiva
mais positiva.
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1. Resumo

Com o advento da tecnologia, a ciéncia tem descoberto novas técnicas que abrangem
materiais em escalas infimas, como a nanotecnologia. Esse feito marca uma revolu¢do na
medicina, pois com dimensdes proximas a escala molecular, essas particulas apresentam
propriedades singulares que facilitam a aplicagdo terapéutica (GUVEN, 2021). Dentre o0s
tipos de materiais, temos as nanoparticulas poliméricas, as quais abrangem as nanoesferas e
as nanocapsulas, sendo que as nanocépsulas possuem caracteristicas vantajosas na aplicacao
de farmacos lipossoluveis (SOPPIMATH, 2001).

A nanocapsula ¢ uma nanoparticula polimérica que possui propriedades de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e simples producao, além de apresentar um nucleo
lipidico, no qual farmacos lipofilicos podem ser encapsulados com uma maior eficiéncia
(SOPPIMATH, 2001), quando comparado a nanoesfera. Visto isso, o objetivo deste trabalho
consiste na formulagdo do estradiol com policaprolactona para controle da liberagdo do
farmaco.

O estradiol ¢ um hormoénio que ¢ responsdvel pelas caracteristicas femininas e
controla a deposi¢do de célcio nos ossos. O estradiol de fontes exdgenas ¢ comumente
utilizado por mulheres em fase de menopausa (entre 40 ¢ 60 anos) (FERREIRA,2013), e por
transexuais que se encontram em fase de transicdo de género (LEINUNG,2018).
Frequentemente ingerido, possui meia vida de 12 horas (O’CONNELL, 1995), sendo
necessaria a reaplicacdo e exposicao a variagdes abruptas na concentracao no individuo.
Posto isto, a modificacdo da formulacdo na qual o fArmaco atual é apresentado para uma de
nanocapsula visa aumentar a biodisponibilidade do estrogeno e estender o seu tempo de
efeito do medicamento e manter a concentragao no organismo em niveis adequados por um
maior periodo.

Desta forma, foram realizadas as modificagdes mencionadas, e os fatores que
influenciam a composicdo das nanocapsulas foram avaliadas, como o potencial zeta, indice
de polidispersdo e tamanho hidrodindmico, a fim de comparar duas formulagdes e os

diferentes tipos de modificagdes realizadas, com as devidas discussdes das mudangas.



2. Introducao

O estradiol, também chamado de “horménio feminino”, ¢ um importante esterdide
responsavel pelas caracteristicas sexuais femininas e, também, um importante regulador
enddcrino, participando do crescimento, do metabolismo e da reproducdo. O estradiol ¢ uma
forma especifica de estrogénio e esse, por sua vez, ¢ o termo geral usado para se referir a um
grupo de hormonios sexuais esteréides (WAIFALKAR et al., 2022).

A menopausa ocorre entre os 45 e 55 anos, representando o encerramento do ultimo
ciclo menstrual. Neste estagio ou proximo a ele ocorrem irregularidades menstruais e a
diminuicdo dos niveis de estrogénio, devido a reducdo do niimero de foliculos ovarianos
(TEPPER et al., 2012). Devido a redugdo dos niveis de certos hormonios, sao recomendados
algumas terapias de reposi¢do hormonal (TRH) para minimizar os sintomas (ondas de calor,
secura vaginal e alteragcdes de humor) desse processo e evitar outros problemas, como a
osteoporose (Levin et al., 2018), amplamente observado em mulheres nesse processo.

O 17-beta-estradiol ¢ um estrogénio, hormoénio lipofilico do grupo dos esteroides.
Apresenta ponto de fusdo na faixa de 173 a 179°C e tem resisténcia a acdo de enzimas do
trato gastrointestinal e ao pH do estobmago, o que permite e facilita que esse farmaco seja
administrado por via oral (Pillat; Moreira, 2007). O 17-beta-estradiol ¢ o estradiol mais
presente na mulher em estagio reprodutivo € um dos mais utilizados na terapia de reposi¢ao
hormonal (YAKABE et al., 2005). Além disso, este hormonio ¢ utilizado clinicamente,
recomendado por ginecologistas e endocrinologistas, em combina¢do com outros hormonios
como terapia hormonal para individuos em processo de transi¢dao de género (HAUPT et al.,
2020). Neste ultimo caso, o uso de estrogénios pode estar associado antiandrégenos (também
conhecidos como antagonistas de androgenos ou bloqueadores de testosterona) para
promover a diminuicdo dos pélos corporais e faciais, diminui¢do da massa muscular,
crescimento dos seios e redistribuicdo da gordura, colaborando assim para as mudangas
fisicas e mentais de uma pessoa com disforia de género (Tangpricha et al., 2017). Esse
horménio ¢ utilizado também para o tratamento de atrofia vulvar e vaginal na menopausa,
hipoestrogenismo, prevencao da osteoporose pds-menopausa, tratamento do cancer de mama
e carcinoma avangado da prostata dependente de andrégeno.

Dentre as terapias disponiveis e que sdo recomendadas por profissionais da saude,
temos a reposicdo por via oral dos hormdnios estrogénio, estrogénio combinado com

progesterona, por via local o estrogénio vaginal, gel e adesivo transdérmico (YAKABE et al.,



2005). A meia vida desse hormonio ¢ cerca de 12-14 horas e a metabolizagdo ocorre pelo
figado e intestino. Sabendo disso, a administragcdo do hormdnio precisa ser feita novamente
em um curto espaco de tempo (dependendo da prescricdo médica), o que pode causar
desconforto a rotina dos individuos que fazem o uso deste, dificultando a adesdo ao
tratamento.

Quando administrado por via oral, nas suas formulagdes de uso mais comuns -
comprimido e cdpsula -, o 17-beta-estradiol esta sujeito ao metabolismo de primeira
passagem promovido por hepatdcitos, que através de uma série de modificacdes estruturais
na molécula, pode ser transformado em hormdnios com agdo menos potentes, como estrona e

estriol, ou, ainda, em produtos sem atividade hormonal relevante (Pillat; Moreira, 2007).

Estrona

Figura 1: hormonios esteroidais produtos do metabolismo hepatico do 17-beta-estradiol
Fonte: Adaptado de Pillat e Moreira (2007)

O objetivo deste projeto ¢ explorar o uso de nanoparticulas para desenvolver uma
formulagdo de aplicagdo tdpica que seja capaz de promover uma liberagdo controlada do
estradiol, de forma a melhorar a sua biodisponibilidade, mantendo a concentragao plasmatica
ideal do hormdnio por um maior periodo de tempo, diminuindo assim a necessidade de
reaplicagdes e variagdes abruptas na concentracio deste hormonio no organismo da paciente -
devido a seu tempo de meia-vida no organismo - de forma a melhorar a adesdo ao tratamento
quando em uso continuo do estradiol. Assim, a nanotecnologia pode entrar no campo
farmacoldgico, melhorando o tratamento dos usuarios.

Dando enfoque em uma das particulas nanopoliméricas desenvolvidas dentro dessa
ciéncia, as nanocapsulas possuem nucleo lipidico revestido com uma matriz polimérica e
estabilizado por um tensoativo. Por possuirem ntcleo lipidico, os fairmacos que possuem
caracteristicas lipofilicas podem solubilizar com facilidade, o qual agrega a formulagao a

carateristica de melhorar a biodisponibilidade e a solubilidade de farmacos lipofilicos no



organismo (VENTURINLet al., 2011). Assim, o 17-B-estradiol pode ser beneficiado dentro
dessa estrutura polimérica, por apresentar alta lipofilicidade, sendo que, neste caso, o nucleo
¢ composto pelo 6leo de coco, um éleo composto por uma mistura de acidos graxos de cadeia
saturada, como o 4cido laurico, presente em maiores concentragdes. Além disso, esse 6leo ¢
bem aceito pelos consumidores, sendo considerado um alimento funcional (A.M.Marina,
2009). Ademais, esse nucleo se apresenta envolto por uma matriz polimérica, que ajuda na
estabilizacdo do ntcleo lipidico, com a funcdo de proteger de degradacdes e controlar a
liberagcdo do medicamento (SOPPIMATH,2001). Porém ¢ valido ressaltar que a escolha do
material deve ser condizente com a via de administracdo desejada. No caso da nossa
formulacao, desenvolvida para administragdo por via tdpica, fez-se uso do policaprolactona
(PCL), um composto biodegradavel (MOHAMED,2015). Por fim, para manter a estabilidade
das nanoparticulas, como a agrega¢ao, foram utilizados o Tween 80 e o Spam 80, tensoativos

ndo 10nicos.

Figura 2: Representacdo em 3D de uma nanocapsula

Fonte: O Globo

firmaco parede polimérica

farmaco disperso

namatriz polimérica

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura de uma micro ou nanocapsula (A) e de uma micro ou

nanoesfera (B). E valido ressaltar que a estrutura de uma nanocépsula apresenta beneficios comparados ao
modelo presente no mercado atual. (adaptado de DASH & CUDWORTH, 1998)

Além da composi¢do que uma nanocapsula pode apresentar, uma parte importante no
desenvolvimento ¢ o método de produgdo. Noés temos dois tipos de procedimentos: a

emulsificacdo seguida da evaporacao do solvente e a nanoprecipitagdo. Ao comparar essas



duas técnicas, a nanoprecipitagdo foi a que mostrou-se mais especifica, pois ela se enquadra
para farmacos lipofilicos, ndo utiliza altas quantidades de tensoativos e emprega solventes
organicos com menor toxicidade. Visto que o processo de nanoprecipitacdo pode resultar em
particulas maiores que o esperado, optou-se por um método semelhante: o gotejamento. A
formacao da gota durante os procedimentos de microencapsulacao ¢ responsavel por definir o

tamanho e a distribuicdo de tamanhos das nanocépsulas geradas (DALMORO,2012).

3. Materiais e equipamentos utilizados:

Materiais
- Balanga analitica
- Béquer 10 ml
- Béquer 50mL
- Bastdo de vidro
- Barquinha ou papel manteiga
- Erlenmeyer
- DBureta
- Agitador magnético com aquecimento

- Sonicador

Reagentes:
- Policaprolactona (PCL)
- Ativo: 17-B-estradiol
- Acetona (Solvente organico)
- Tween 80 (Agente emulsificante)
- Span 80 (Agente emulsificante)
- Agua destilada

- Oleo de coco

4. Procedimentos e métodos:
O método escolhido para obtencdo das nanocapsulas de estradiol foi por gotejamento.

Nesse caso, utilizamos a polimerizagdo in situ de mondmeros dispersos, ou seja, por meio de



um gotejamento lento da fase orginica em uma fase aquosa, seguida de uma agitacdo mais
intensa. Assim, ocorre a rapida difusao do solvente e diminui¢do da tensdo superficial,
resultando na formacao de uma suspensao coloidal de nanocéapsulas.

Para obten¢do da fase organica 100 mg de PCL deve ser dissolvido em 30 mL de
acetona contendo Span® 80 (0,4235 g), 17-B-estradiol (50 mg) e 0,57 g de 6leo de coco sob
agitacdo constante durante 10 minutos. Para a preparagdo da fase aquosa ¢ necessaria a
adi¢do de 0,4235 g de Tween 80 e 53 mL de 4gua em agitacdo constante por 10 minutos.

Na temperatura de 40°C e sob agitagao magnética a fase organica deve ser adicionada
lentamente a fase aquosa. Essa nanoemulsdo deve ser mantida em agitagdo por 10 minutos,
seguido da remocgdo do solvente organico por evaporagdo sob pressao reduzida, ainda a 40°C,

obtendo amostra concentrada.

5.1 Fase organica:
- 100 mg de PCL
- 30 mL de acetona
- 0,4235 g de Span 80
- 50 mg de 17-B-estradiol
- 0,57 g de 6leo de coco - fonte de triglicerideos de cadeia média
- Dissolver o PCL, o estradiol na acetona com Span 80 e 6leo de coco em sonicador
- Manter em agitacdo magnética constante por 10 minutos
Observacao: PCL nao ¢ bem solubilizado na acetona e, portanto, hd a necessidade de usar um

tensoativo que permita/facilite essa solubilizacao.

5.2 Fase aquosa:
- 0,4235 g Tween 80
- 53 mL de agua destilada

- Manter em agitacdo por 10 minutos

5.3 Gotejamento:

- Manter a fase organica em um erlenmeyer e a fase aquosa em outro



- Iniciar o processo de gotejamento da fase orgédnica, com pipeta de pasteur, no
erlenmeyer da fase aquosa, agitando vigorosamente a fase aquosa e mantendo a
solugdo a 40°C

- Agitar a nanoemulsdo formada por 10 minutos

5.4 Remoc¢ao do solvente:

- Em temperatura ambiente por 24 horas.

5.5 Purifica¢ao:

- Centrifugagdo da amostra com objetivo de separar as nanocapsulas da solugdo nao

encapsulada.
/ 100g
53mL
0,4235g PCL —
Tween 80 \ ‘ H20 )
0,4235g 057¢g
] : Span 80 \\_ % 6leo de coco
'

Fase aquosa 50 mg

17-B-estradiol \\_ 30 mL

N “©
Acetona
< / Fase oleosa

por 10 minutos

Fase organica é

gotejada na fase Nanoemulsdo
aquosa

Solvente (acetona) é
evaporado por 24 horas a
temperatura ambiente

Obten¢do da amostra

T=40°C
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Resultados e discussiao

As nanoparticulas obtidas com o primeiro experimento apresentaram tamanho de
particula médio de 312,5 nm com indice de polidispersao de 0,2 apresentando dois picos, um
com tamanho de 318,1 nm que corresponde a 96,4% das particulas, e outro pico com 5191
nm que corresponde a 2,6% das particulas presentes na amostra. Entretanto, o tamanho de

particula ndo ¢ adequado para garantir uma permeacdo topica, que deve apresentar 115 nm

(BERRI, 2021).



A presenca de dois picos resultante de duas populagcdes de nanoparticulas com
tamanhos diferentes pode ter ocorrido devido a alta concentragdo de tensoativo adicionado a
formulagdo, levando a agrega¢do e consequentemente ao aumento do tamanho da particula.
As nanocépsulas apresentaram estabilidade eletroestérica esperada, com potencial zeta de -8
mV conferido pelos tensoativos poliméricos adicionados, tween 80 e span 80.

Para melhorar o tamanho das nanocdpsulas poliméricas foi proposta uma nova
formulacdo mantendo a quantidade total de tensoativos, mas igualando as proporcdes entre
tween 80 e span 80. Dessa forma cada tensoativo passa a contribuir com a massa de 0,425g
para a fase aquosa e para a fase oleosa.

As novas nanocapsulas apresentaram tamanho de particula um pouco menores, com
251 nm, mas com indice de polidispersdo de 0,141 e apresentando apenas um pico, indicando
uma Unica populacdo de tamanho de particulas, o que confere maior qualidade a formulagao.

O valor de potencial zeta obtido na segunda formulagao possui valor médio de 0,097
mV, apresenta um pico alto em +75mV (11,2% &rea) e um pico mais largo ao redor de +35
mV (10,6% area). Entretanto, na curva ha uma alta quantidade de ruidos, que assim como o
valor de 11 para attenuator, valor acima do esperado para a leitura, o que indica que a
concentragdo da amostra lida ndo estd de acordo com o método, o que provavelmente
interferiu na medida do potencial zeta. Dessa forma, seria necessaria uma nova bateria de

testes com amostras menos concentradas para comprovar esse valor.

Conclusao:

Portanto foi possivel criar uma nanocapsula com 6leo de coco que poderia encapsular
o ativo estradiol. O tamanho de particula esta proximo do adequado sendo necessario
avaliacdo da permeagdo da barreira cutdnea de forma experimental para que esse dado seja
comprovado. As nanocapsulas sao estabilizadas pelo efeito eletro estérico provocado pelos

tensoativos poliméricos.
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