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Resumo

Objetivo: avaliar a estabilidade das formulagbes de PLGA 50:50 incorporadas
com hormbnio de crescimento recombinante humano (rhGH) sob diferentes
periodos e temperaturas de armazenamento. Materiais e métodos: um total 27
matrizes de PLGA + rhGH foram confeccionadas utilizando 7,5g de PLGA e e
1,33mg de rhGH. Vinte e quatro das 27 matrizes foram divididas igualmente em
4 grupos (I, Il, lll e 1V), de acordo com o tempo de armazenamento, e em 2
subgrupos (A e F), de acordo com a temperatura de armazenamento
previamente a sua degradacdo. As 3 matrizes restantes foram degradas
imediatamente apds sua confecgao (grupo 0). A concentracédo de rhGH liberado
das matrizes foi mensurada em dias determinados através da analise de
espectrofotometria de absorgao UV-visivel do sobrenadante removido do tubos
de ensaio onde as matrizes foram degradadas. Uma curva de calibragao definiu
os valores de concentragao de rhGH baseado nos valores finais de absorbancia.
Os dados obtidos foram submetidos a andlises estatisticas descritivas e
analiticas com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

Resultados: em geral, as matrizes armazenadas por diferentes periodos de
tempo seguiram o mesmo padrao de liberacdo de rhGH das matrizes do grupo
0, com picos de maior e menor liberacdo entre os dias avaliados e
demonstrando uma liberagdo expressiva até o 14° dia de degradag&o, mas sem
diferengas estatisticamente significativas entre grupos do estudo. Apesar de
constantemente haver maiores valores de absorbancia para as matrizes do
subgrupo F, o padrao de liberacao de rhGH foi similar para os dois subgrupos, e
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os dois subgrupos
comparados. A analise de pH revelou menor pH para as matrizes armazenadas
em ambiente refrigerado, sem diferenga estatistica. Conclusao: as formulacoes
de PLGA incorporadas com rhGH sao estaveis. Até 28 dias, o tempo e a

temperatura de armazenamento nao influenciam na estabilidade da formulagao.
Palavras-chave': hormonio de crescimento, PLGA, biomateriais.

! Descritores em Ciéncias da Satide (DeCS); disponivel em http://www.decs.bvs.br



Abstract

Objective: to evaluate the stability of PLGA 50:50 formulations incorporated with
recombinant human growth hormone (rhGH) under different storage time and
temperatures. Material and Methods: a total of 27 macrospheres of PLGA +
rhGH were prepared using 7.5g of PLGA and 1,33mg of rhGH. Twenty-four of
the 27 samples were equally divided into 4 groups (I, I, Il and 1V), according to
the storage time, and two subgroups (A and F), according to the storage
temperature prior to degradation. The remaining 3 samples were degraded
immediately after its preparation (group 0). The concentration of rhGH released
from the matrices was measured by UV-visible spectrophotometry absorption
analysis. A calibration curve defined rhGH concentration values based on the
final absorbance values. All colected data were submitted to descriptive and
analytical statistical analysis with a confidence interval of 95% (p <0.05).
Results: in general, the samples stored for different periods of time followed
similar rhGH release rate of the samples belonged to group 0, with peaks of
major and minor release rates and showing an important release until the 14th
day of degradation, but no statistically significant differences between the study
groups. Although higher absorbance values were constantly found for the
matrices in subgroup F, the pattern of rhGH release was similar and no
statistically significant difference was evident between the subgroups compared.
The pH analysis revealed a lower pH for the matrices stored refrigerated, with no
statistical difference. Conclusion: PLGA + rhGH formulations are stable. Until
the 28™ day, storage time and temperature do not affect the stability of the

formulation.

Key words: growth hormone, PLGA, biomaterials.
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1. INTRODUGAO
Desde a introdugao dos polimeros reabsorviveis no ambito das cirurgias

reconstrutivas, uma quantidade consideravel de pesquisas tem sido conduzidas
no intuito de avaliar os polimeros reabsorviveis e a sua capacidade de funcionar
como veiculos de liberagcdo de agentes farmacologicos. Entre todos os
biomateriais, a aplicagcdo do acido poli-latico-co-glicélico (PLGA) tem mostrado
imenso potencial como material osteocondutor e carreador de diferentes drogas
para os fins da engenharia tecidual. O PLGA pertence a uma familia de
biomateriais a base de polimeros reabsorviveis aprovados pela Food and Drug
Association (FDA) e que sao fisicamente resistentes e altamente biocompativeis.
Na campo da odontologia, tem sido usado frequentemente em cirurgias de
reconstrugao alveolar, a fim de proporcionar preservagao e/ou aumento 6sseo
para posterior instalagdo de implantes'. Recentemente, autores tem reportado o
uso de matrizes de PLGA como carreadores de fatores de crescimento,
proteinas e horménios a fim de otimizar a distribuicdo e a atividade de cada uma
destas substancias no sitio receptor. Tal técnica ja vem sendo utilizada ha algum
tempo na medicina, onde matrizes de polimeros reabsorviveis ja sdo utilizadas
para carrear proteinas, medicamentos e outras macromoléculas como DNA,
RNA e peptideos'?.

Dentre os polimeros reabsorviveis utilizados para estes fins, o PLGA é o
mais popular e mais utilizado, pois possui caracteristicas favoraveis de
degradacéao, possibilita a incorporagcao de substancias e a longa experiéncia
clinica com tal material demonstra alto indice de sucesso. A literatura recente
tem demonstrado que a degradacédo do PLGA pode ser empregada como meio
de liberagdo de agentes farmacéuticos em doses desejaveis pela implantagao
sem procedimentos cirurgicos extensos. Ademais, € possivel controlar as
propriedades fisicas da matriz polimero-substancia incorporada através do
controle de parametros relevantes como massa molecular do polimero,
proporgcao de acido latico e glicdlico durante a fabricagao da matriz de PLGA e
concentracao do agente farmacoldgico incorporado, atingindo assim uma dose e

intervalo de liberagdo ideal da substancia incorporada no polimero®. Entretanto,
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a toxidade potencial da substancia a ser incorporada no polimero, a liberagao
inconsistente, a interagao polimero-substancia durante a incorporagéo na matriz,
a proporcdo ideal da substancia que pode ser incorporada a matriz, a
estabilidade desta durante a fabricacdo do biomaterial e 0 armazenamento sao
fatores que ditardo o sucesso da técnica e requerem avaliacéo detalhada®.

Diversos agentes farmacolégicos estdo sendo incorporados a matrizes de
PLGA, sendo esta técnica de administracdo de substancias vantajosa devido a
alguns fatores, tais como: (1) controle da liberacdo até mesmo para drogas de
baixo peso molecular; (2) é aplicavel para drogas instaveis, como peptideos,
devido a auséncia de calor ou contato com solventes organicos durante o
processo de preparagao da matriz e incorporagcao das drogas e (3) a taxa de
liberagcao pode ser controlada facilmente pela selecédo e formulagdo do polimero
absorvivel. Ainda, devido a sua natureza hidrofébica, é relativamente facil
incorporar drogas hidrofébicas em particulas de PLGA®.

Ademais, segundo Mliller et al., 2001, particulas de PLGA possuem uma
vantagem em relagdo a outros sistemas de liberagdo de drogas, por possuir

maior estabilidade durante o armazenamento do composto®.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 OS BIOMATERIAIS

Com o objetivo de evitar a abordagem de areas doadoras para obtengao
de enxerto 6sseo, a engenharia tecidual tem evoluido como um estratégia
alternativa para o desenvolvimento dos biomateriais. A vantagem &bvia do seu
uso é a diminuigdo tanto da morbidade do ato operatorio quanto do tempo
necessario para a sua execucgao. ldealmente, um material que venha a ser
empregado como substituto o6sseo deve ser biocompativel, apresentar
propriedades mecanicas satisfatérias e influenciar de forma positiva nos
processos de osteconducdo e osteoinducao. Estes materiais foram definidos em
1986, pela Sociedade Européia, como sendo qualquer substancia, droga ou
combinacgao de substancias, de origem natural ou sintética, que pode ser usada
por um periodo ou definitivamente para repor algum 6rgao, tecido ou funcéo do
corpo humano’. Esses produtos ndo devem produzir qualquer resposta bioldgica
adversa local ou sistémica. Dessa forma, deve ser atdxico, ndo-carcinogénico,
nao-antigénico e nao-mutagénico. Em funcdo do tempo de permanéncia no
corpo humano, podem ser classificados em dois grandes grupos, permanentes
ou temporarios®.

Dentre os biomateriais, os polimeros absorviveis apresentam grande
potencial de uso, pois sdo, geralmente, faceis de produzir e manusear, além de

apresentarem caracteristicas mecanicas semelhantes a dos materiais bioldgicos.

2.2 ARCABOUCOS OSTEOCONDUTORES

A engenharia tecidual, que visa o reparo de defeitos nos tecidos do
organismo, requer um manejo racional e cuidadoso de multiplos fatores. Isto
inclui o uso de arcabougos osteocondutores, células osteogénicas e estimulos
osteoindutores e osteopromotores, além de um ambiente biomecanico

apropriado. Cada uma dessas variaveis contribui, em combinagdo com as
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outras, para o sucesso ou falha do tratamento com estes biomateriais. Os
arcaboucgos osteocondutores desempenham diversas fungdes, como por
exemplo servir de: (1) mantenedor de espaco que previne a migracao de tecidos
adjacentes ao defeito 6sseo; (2) superficie que facilita a insergcao, sobrevivéncia,
migracao, proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras, promovendo
assim o reparo 6sseo através do volume enxertado; (3) veiculo de transporte de
células, medicamentos, fatores de crescimento e outros agentes bioativos para
um determinado sitio®®. Uma gama variada de arcaboucos osteocondutores
estdo disponiveis para uso clinico atualmente, e diversos outros estdo sob
desenvolvimento. As diferengas entre os arcabougos podem ser categorizada
em 6 grupos de propriedades: volume do material, arquitetura tridimensional e
porosidade, propriedades quimicas da superficie, propriedades mecanicas,
propriedades ambientais iniciais do material (osmolaridade, pH) e propriedades
ambientais tardias do material (caracteristicas de degradagao). Cada um destes
fatores gera implicagcbes importantes para a resposta bioldgica dos tecidos locais
a este material e para a utilidade deste em transportar agentes bioativos para
um determinado sitio receptor®°.

As vantagens potenciais destes arcaboucgos alternativos em relagdo aos
tecidos naturais s&o: (1) reprodutibilidade; (2) custo de produg¢ao diminuido; (3)
potencial para produgdo customizada e (4) capacidade de ser utilizado como
material de substrato para veiculo de outras substancias. Este substrato pode
entdo ser sistematicamente modificado através de alteragcbes em sua
arquitetura, propriedades quimicas de superficie, propriedades mecanicas e
padrao de degradacdo, objetivando uma melhora no transporte e liberacdo de
drogas ou substancias bioativas'®.

Polimeros derivados do acido latico, acido glicélico e copolimeros a base
da combinagdo destes acidos tem sido utilizados para desenvolver arcabougos
tridimensionais através de variados métodos de fabricacdo. Devido a suas
propriedades de biocompatibilidade, osteocondutividade e variadas propriedades
mecanicas, tais materiais tem recebido atencéo especial para o desenvolvimento

de biomateriais que visam a regeneracao 6ssea. Ainda, a aprovagao pela FDA
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(Food and Drug Administration) torna este polimero regulamentado para uso em
pesquisas in vivo, sendo este fator de extrema importancia para o uso clinico

deste biomaterial'®.

2.3 OS POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Diversos polimeros e copolimeros podem ser utilizados na preparagao de
matrizes absorviveis que funcionam como arcabougos osteocondutores, € a
maior parte destes tem sua origem derivada do acido poli-glicélico (PGA) ou
acido poli-latico (PLA). Historicamente, os polimeros absorviveis foram
associados com reacgdes do sitio receptor, e este fator causou dificuldades na
utilizagdo destes tipos de biomateriais. No entanto, é possivel combinar
diferentes polimeros ou associar diferentes formas do mesmo polimero, obtendo
materiais com diferentes propriedades quimicas e mecanicas, € que sao
degradados em diferentes periodos de tempo e causam diferentes reacdes
inflamatdrias no sitio receptor'”.

Polimeros biodegradaveis sdo materiais de origem natural ou sintética e
sdo degradados in vivo por vias enzimaticas ou ndao-enzimaticas, resultando em
produtos biocompativeis, toxicologicamente seguros e eliminados por vias
metabolicas fisioldgicas'’. O numero destes materiais utilizados como
carreadores de substancias aumentou drasticamente na ultima década. Estes
materiais capazes de funcionar como veiculos de liberagdo de substancias
podem ser amplamente classificados como:

1- polimeros sintéticos biodegradaveis: inclui materiais hidrofobicos

como os acidos a-hidréxido (familia do acido poli-latico-co-glicélico —
PLGA, entre outros);

2- polimeros naturais como agucares complexos (hialuran e chitosan) e

inorganicos (hidroxiapatita).

A biocompatibilidade € um fator importante para a utilizacdo destes
materiais, porém, € importante salientar que a biocompatibilidade ndo é uma

propriedade intrinseca do biomaterial, mas depende do ambiente bioloégico e da
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tolerancia do meio que recebe o material, havendo influéncia da interagao

polimero-substancia neste quesito®®'".

2.4 O ACIDO POLI-LATICO-CO-GLICOLICO (PLGA)

O acido poli-latico-co-glicdlico (PLGA) é um material originado da uniao
do acido poli-latico (PLA) com o acido poli-glicélico (PGA). De acordo com a
literatura cientifica, o PLGA é classificado como o melhor biomaterial disponivel
para liberagdo de substancias, por proporcionar propriedades mecanicas e
quimicas ideais para este fim. O acido poli-latico contem um a-carbono
assimétrico que é tipicamente descrito como forma D- ou L- na nomenclatura
esteroquimica classica. As formas enantioméricas do polimero PLA sdo o acido
poli-D-latico (PDLA) e o acido poli-L-latico (PLLA). O PLGA é geralmente um
acrobnimo para o acido poli-D,L-latico-co-glicdlico, onde as formas D- e L- do
acido latico estdo em proporgdes iguais. No entanto, pode-se combinar
diferentes propor¢des destes materiais, obtendo um material com diferentes
propriedades quimicas e mecanicas, que sao degradados em diferentes
periodos de tempo e causam diferentes reacdes inflamatérias no sitio receptor; e
assim tornando o biomaterial ideal para seu uso clinico®”®.

O PLGA tem sido extensivamente utilizado como carreador em sistemas
de liberacdo controlada de agentes farmacéuticos e/ou substancias bioativas,

devido a sua biocompatibilidade e biodegrabilidade'*'?

. Em geral, a degradagao
do PLGA e a liberacdo de agentes farmacoldégicos podem ser sincronizadas,
levando em conta fatores como a hidrofilicidade do material, cristalinidade,
interacdes quimicas e relagao volume-area de superficie da matriz desenvolvida.
Todos estes fatores, além de outros, devem ser levados em consideragao a fim
de customizar a degradacéo e consequentemente o mecanismo de liberagao de
substancias para a criagcédo de um material ideal para o uso clinico. Assim, para
um material que visa liberagdo de substancias em um curto periodo (até um
més), um polimero amorfo hidrofilico € recomendavel. Para uma liberagcdo de

substancia de médio-prazo (um a seis meses), a escolha de um polimero de alto
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peso molecular seria apropriada. Ja quando se deseja uma liberacdo de
substancia em longo-prazo (mais de seis meses), um polimero com alto grau de
cristalinidade pode ser considerado, sem negligenciar as outras caracteristicas
que também influenciam degradacao e liberagao de agentes bioativos. Ainda,
diversos estudos demonstram que o PLGA pode ser faciimente desenvolvido
como matrizes carreadoras de substancias farmacoldgicas em todas as escalas
(desde nanoesferas até macro-implantes), podem encapsular diversos tipos de
agentes farmacéuticos (drogas, peptideos, proteinas) e pode oferecer liberagao
destes agentes em diferentes periodos de tempo e intervalos, e ainda atuar por

diversas vias de administracéo’""2.

2.4.1 Propriedades fisico-quimicas
Para se desenvolver uma matriz com capacidade de carrear substancias

e libera-las no organismo, é essencial que se conheca as propriedades fisicas,
quimicas e biologicas do PLGA.

O PLGA pode ser processado em qualquer forma e tamanho, e pode
encapsular moléculas de qualquer tamanho. Este € soluvel em uma gama
variada de solventes, incluindo os solventes a base de cloro, tetrahidrofurano,
acetona ou acetato de etila’.

A presenca de grupos metil no PLA torna este mais hidrofébico que o
PGA; portanto, matrizes de PLGA ricos em acido poli-latico sdo menos
hidrofilicos, absorvem menos agua e consequentemente degradam mais
vagarosamente. Devido a hidrolise do PLGA, parametros que sao tipicamente
considerados invariaveis em uma formulagao soélida podem alterar com o tempo,
como a umidade do conteudo e a massa molecular. O efeito dessas
propriedades do polimero na taxa de liberacdo das substancias das matrizes de
polimeros biodegradaveis tem sido extensivamente estudadas, afim de se obter
o material com as propriedades ideais para o uso clinico. A alteracdo das
propriedades do PLGA durante a biodegradacdo do polimero influencia no
intervalo e na dose de liberagdo das moléculas incorporadas na matriz. As

préoprias propriedades fisicas do PLGA tem se mostrado dependentes de uma
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variedade de fatores, incluindo o peso molecular inicial, a proporgéao entre PGA e
PLA, o tamanho da matriz, a exposicao a agua (forma da superficie) e a
temperatura de armazenamento'*"?,

A resisténcia mecénica do PLGA é afetada por propriedades fisico-
quimicas como a massa molecular e o indice de dispersdo. Estas propriedades
afetam também a possibilidade de se utilizar este polimero como veiculo
carreador e liberador de substancias e podem controlar a taxa de degradacao e
hidrélise da matriz. Estudo recente demonstrou, entretanto, que o tipo de

molécula incorporada também influencia a taxa de liberagdo desta substancia'®.

2.4.2 Farmacocinética a biodistribuicdo de moléculas
O veiculo de distribuicdo das moléculas incorporadas em matrizes de

PLGA devem ser aptos a distribuir as substancias por tempo apropriado, em
dose efetiva e intervalo adequado para produzir os efeitos terapéuticos aos
quais a terapia se propde. A biodistribuicdo das moléculas e a farmacocinética
do PLGA segue um perfil ndo-linear e dose-dependente™.

Sabe-se que a degradacado das matrizes de PLGA é rapida inicialmente
(cerca de 30% do volume inicial da matriz) e diminui o ritmo posteriormente para
ser eliminada no pulmdo através da respiragdo®. A fim de restringir estas
limitagdes, estudos tem investigado o papel da modificagdo da superficie,
sugerindo que a incorporagdo de agentes modificadores de superficie podem

significativamente aumentar a meia-vida do PLGA no sangue circulante'®"".

2.4.3 Técnicas de fabricagao das matrizes de PLGA
Medicamentos e proteinas sdo a mais exigentes classes de agentes

farmacolégicos em que a liberagcao controlada e direcionada é utilizada para
aumentar a especificidade, diminuir a toxicidade e o risco associado ao
tratamento. No entanto, os desafios da liberagcdo e da estabilidade associados
com estes agentes tem diminuido o numero de produtos no mercado. Manter

uma validade adequada de matrizes incorporadas com peptideos, proteinas e
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medicamentos requer formulagdes no estado solido para limitar as reagdes
hidroliticas de degradacéo'’. Ainda, a liberagdo de substancias como peptideos
e proteinas podem também requerer formulagdes parenterais para evitar
degradacéao no trato digestivo e metabolismo de primeira passagem, enquanto a
meia-vida curta destes tipos de moléculas contribuem para a necessidade
destas formulagdes parenterais para reduzir a frequéncia de dosagens. Para que
se evite o tratamento cirurgico para inser¢cdo de implantes impregnados com
estas substancias, microparticulas de PLGA injetaveis (microesferas,
microcapsulas, nanocapsulas, nanoesferas) podem ser empregadas para uma
liberacdo controlada destas substancias. Drogas incorporadas a estas matrizes
poliméricas sao liberadas por difusdo através da barreira do polimero ou por
erosdao do material do polimero. Em adigdo a sua bicompatibilidade, a
compatibilidade da substancia a ser associada, cinética de biodegradagao
favoravel e propriedades mecanicas ideais, as matrizes de PLGA podem ser
facilmente processadas em diferentes formas e tamanho'®'’. Dentre as diversas
técnicas utilizadas para preparagdo de matrizes de PLGA incorporada com
substancias farmacolégicas (drogas, proteinas, peptideos), o método de
evaporagdao do solvente € o mais amplamente empregado e com maior

previsibilidade na incorporagao do agente farmacolégico em questdo ao PLGA.

2.4.3.1 Técnicas de preparagao de matrizes

2.4.3.1.1 Método de evaporagao do solvente
1) Processo de emulsao unica (simples): processos de emulsificagdo 6leo-em-

agua sao exemplos de processos de emulsdo unica. A quantidade apropriada
de polimero ¢ inicialmente dissolvida em um solvente orgéanico volatil, insoluvel
em agua (ex: tetrahidrofurano — THF) para produzir uma solugcdo de fase
simples. A droga (substancia) é adicionada para produzir uma dispersao na
solucdo. Esta solugcdo de polimero dissolvido e droga dispersada € entao
emulsificada em um grande volume de agua na presenca de um emulsificante

(ex: alcool polivinil — PVA), em temperatura apropriada e sob agitacao
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constante. O solvente organico evapora ou é extraido para que o dOleo se
solidifique, sob condicbes adequadas. Se evaporado, a emulsdo é mantida
sob pressdo atmosférica reduzida com controle da agitacdo enquanto o
solvente evapora. Se extraido, a emulsdo é transferida para uma grande
quantidade de agua (com ou sem sulfactante) ou outro meio de extingéo para
dispersar o solvente associado as goticulas de 6leo. As microesferas sélidas
resultantes sdo entdo lavadas e secas sob condi¢cdes apropriadas para entao
18,19

criar a formulacao injetavel de microesferas

2) Processo de emulsao dupla (multipla): métodos de emulsao agua-em-o6leo-

em-agua sao mais adequados para encapsular drogas soluveis em agua como
peptideos, proteinas e vacinas, diferentemente do processo de emulsao
simples, que é mais adequado para incorporacdo de drogas insoluveis em
agua, como esterdides. Primeiramente, uma quantidade apropriada da
substancia a ser incorporada é dissolvida numa fase aquosa, e entdo esta
solugdo com a substancia é adicionada a uma fase organica que consiste em
PLGA e/ou solugdo de PLGA em DCM ou cloroférmio, sob vigorosa agitagao
para permitir a emulsdo agua-em-6leo. Apds esta fase, a emulsao primaria
agua-em-6leo é adicionada a uma solucdo aquosa de PVA e entéo
emulsificada por cerca de um minuto sob apropriadas condigcdes de mistura de
substancias. O solvente organico evapora ou € extraido da mesma forma que
no processo de emulsao simples. Neste processo de emulsao dupla, a escolha
do solvente e a taxa de agitacao durante o preparo das solugdes afeta a
eficiéncia do processo de encapsulagdo e o tamanho final das particulas

obtidas'®%.

2.4.4 Liberagao de agentes farmacologicos (drogas, proteinas,
peptideos)

2.4.4.1 Liberagao bifasica
Copolimeros de PLGA sofrem degradacgao por hidrdlise ou biodegradagao
pela quebra de ligagdes ésteres em oligbmeros e finalmente em mondmeros.

Este processo de degradacao tem sido demonstrado in vitro e in vivo para varios
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tipos de polimeros, drogas e proteinas, com diferentes propor¢des entre os
polimeros combinados®'. O processo de degradacdo para estes polimeros
ocorre principalmente pela erosdo volumétrica uniforme da matriz de PLGA,
havendo entdo deslocamento de agua para o interior da matriz e este
deslocamento se torna maior que a taxa de degradacdo do polimero. Ainda,
ocorre um aumento de terminagdes carboxilicas como resultado da
biodegradacado, o que ajuda a catalisar o processo. Pode-se entdo descrever o
processo de liberagcdo de agentes bioativos das matrizes de PLGA pela difuséo
do agente através da massa da matriz, difusdo superficial e depois entdo pela
degradacao/erosao da massa interna da matriz e degradacgao/erosao superficial.
Como todos estes fatores podem influenciar o processo de degradacao, o
padrao de liberagdo de agentes farmacolégicos se torna imprevisivel. Diversos
fatores influenciam o indice de degradagao do PLGA, como a molaridade dos
acidos poli-latico e poli-glicélico, a massa molecular de cada polimero e o grau
de cristalinidade. Ja o entendimento da liberagdo de substancias destas matrizes
biodegradaveis é um pouco mais complicado?’. Uma curva bifasica de liberagéo
de substancias como resultado da biodegradacdo do polimero depende da
proporgao entre os polimeros utilizados, e demonstra o seguinte padrao de

curva grafica:
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Figura 1: gréfico ilustrativo da taxa de degradagao de matrizes de PLGA com diferentes
concentragdes de polimeros PGA/PLA.
Fonte: Siegel SJ, Kahn JB, Metzger K, Winey KI, Werner K, Dan N. Effect of drug type on the

degradation rate of PLGA matrices. Eur J Pharm Biopharm. 2006;64:287-293.

(1) O surto inicial de liberacdo esta relacionado ao tipo de agente, a
concentracdo do agente e as caracteristicas hidrofilicas/hidrofébicas
do polimero. A substancia na superficie, em contato com o meio, é
liberada devido a solubilidade e a penetracdo de agua no interior da
matriz. A droga é entao liberada por difusdo através da matriz do
polimero, bem como através dos espagos porosos da estrutura do
polimero Essa erosédo da matriz de PLGA diminui significativamente o
peso molecular do PLGA, mas nao ocorre perda de peso € nenhum
monémero soluvel é formado nesta fase.

(2) Na segunda fase, as substancias sao liberadas progressivamente apds
hidrolise do polimero em produtos oligoméricos e monomericos,
particulas suficiente pequenas para serem soluveis; criando uma
passagem para a droga ser liberada por difusdo e erosao até
completa solubilizacdo do polimero. O tipo de substancia também
exerce importante influéncia em atrair a fase aquosa para o interior da

matriz?>?3,
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O papel da enzimas na biodegradagcao do PLGA nao esta bem claro. A
literatura atual indica que a biodegradagdo do PLGA ndo envolve a acéao
enzimatica e se da puramente por hidrélise. No entanto, alguns pesquisadores
tem sugerido que as enzimas exercem influéncia na quebra do PLGA, por haver
diferengas nos indices de degradacdo entre pesquisas in vivo e in vitro.
Idealmente, polimeros de PLGA devem possuir resisténcia mecanica
consideravel, pois os sistemas de liberacdo de drogas utilizando PLGA estao
sujeitos a significante estresse fisico, 0 que também pode influenciar na quebra
mecanica dos implantes e alterar a area de superficie e consequentemente o

padréo de hidrolise de todo o sistema®”.

2.4.5 Fatores que afetam a degradacao
Para se alcancar as propriedades desejaveis do PLGA, é essencial

entender os fatores que afetam a degradacdo deste tipo de polimero e
desenvolver sistemas de liberacdo de drogas que se acomodam a estes fatores,
tornado a liberacdo das substancias e a agdao das mesmas mais eficaz e

eficiente.

2.4.5.1 Composigcao do polimero
A composicao do polimero é o fator mais importante para se determinar

as caracteristicas hidrofilicas e/ou hidrofobicas e o indice de degradacgao da
matriz do polimero. Lu e cols. publicaram um estudo sobre a composi¢cao dos
polimeros utilizados para este fim demonstraram a degradacdo destes em
diversos grupos®. Os resultados mostram que o aumento do percentual de
acido glicélico acelera a perda de peso do polimero. Uma matriz de PLGA
construida em uma proporgéo de 50% de PLA e 50% de PGA (PLGA 50:50)
demonstra uma degradag¢ao mais rapida que uma matriz de PLGA 65:35, devido
a hidrofilicidade do PGA, o que causa uma degradacdo mais rapida nos
polimeros com maior concentragao de PGA. Consequentemente, o PLGA 65:35
possui degradagao mais rapida que o PLGA 75:25, e este degrada de forma

mais acelerada que o PLGA 85:15. Assim, o indice de degradacgao é acelerado
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com o aumento da proporcao de PGA na composi¢cao do polimero. A quantidade
de acido poli-glicélico € um parametro critico para se customizar as
caracteristicas hidrofilicas da matriz e assim influenciar a velocidade de

degradacdo e o padréo de liberacéo de agentes farmacoldgicos®°.

2.4.5.2 Peso Molecular médio
Polimeros com alto peso molecular normalmente exibem baixo indice de

degradacdo?’. O peso molecular possui relacéo direta com o tamanho da cadeia
polimérica. Polimeros com maior peso molecular possuem cadeias poliméricas
mais longas, o que requer mais tempo para ser degradada. Porém, tal
caracteristica € inversa para o PLLA, devido a uma relagdo inversamente

proporcional entre o peso molecular e o grau de cristalinidade?.

2.4.5.3 Tipo de agente farmacéutico incorporado
O mecanismo de degradacdo da matriz polimero-agente farmacolégico e

os parametros de liberagdo de substancias destes polimeros variam de acordo
com o tipo de agente incorporado®®. A presenca de substancias pode alterar o
mecanismo de degradacao de erosao volumétrica da matriz para um padrao de
degradacao superficial, afetando também o indice de degradacéo da matriz'®. O
perfil de liberagdo da substancia, definido como o tempo necessario para
liberagédo de 100% do agente e o indice de estabilidade da substancia também
variam consideravelmente. Ainda, um estudo recente mostra que nao ha forte
relacdo entre os parametros de liberagdo das substancias com suas
propriedades quimicas (definida pela densidade de grupos OH) ou hidrofilicidade
(dada pela solubilidade em agua)®. No entanto, fica claro que se deve
considerar o efeito das propriedades quimicas do agentes farmacolégicos
utilizados para explicar os mecanismos de liberagdo destes agentes a partir de

sistemas especificos de polimeros biodegradaveis.
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2.4.5.4 Tamanho e forma da matriz

A razao entre a area de superficie para o volume da matriz tem mostrado
ser um fator significativo para a degradagao de matrizes de maior tamanho. Uma
maior area de superficie causa maior degradacdo da matriz. Também tem sido
reportado que a degradacgao volumétrica da massa interna da matriz € mais
acelerada que a degradagao superficial pura, o que torna a liberacdo de
substancias mais rapida em dispositivos com maior volume em relagdo a area

de superficie de toda a matriz®'.

2.4.5.5 pH
A degradacao/hidrélise in vitro do PLGA mostrou que meio alcalinos e

altamente acidos aceleram a degradacao. No entanto, a diferenga entre meios
neutros e levemente acidos € menos pronunciada, devido a autocatalizagao do

polimero pelos grupos de terminacdes carboxilicas®'.

2.4.5.6 Acao enzimatica
Ha resultados conflitantes na literatura quanto aos efeitos das enzimas no

mecanismo de degradacéao (hidrolise ou reagdes de clivagem). Esta contradicéo
esta baseada em resultados diferentes quando se avalia degradagao do PLGA
in vivo e in vitro®. Tem sido proposto que o PLGA degrada exclusivamente por
hidrélise, mas outros sugerem que a degradacédo enzimatica também participa
do processo. Devido a falta de uniformidade nos experimentos in vivo, ha
dificuldade em se comparar e demonstrar o papel da enzimas neste processo de

degradagao®?.

2.4.5.7 Quantidade do agente farmacéutico
A quantidade do agente farmacéutico incorporado na matriz carreadora

também exerce influéncia significativa na taxa e na duragao da liberacdo da
substancia. Matrizes de PLGA com maior quantidade de agente farmacéutico

encapsulado possuem maior surto inicial de liberagdo de substancias do que
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aquelas matrizes com menor quantidade, devido a maior propor¢ao agente-
polimero. No entanto, o efeito da quantidade do agente na liberagcdo de
substancias € atenuado quando a quantidade de droga chega a um nivel critico,

dependendo do tipo de droga®*.

2.4.6 Toxicidade

Estudos toxicologicos com sistemas de PLGA sugerem que pode haver

336 No entanto, estas

reagcbes no tecido adjacente ao local da aplicagao
reagcoes sao geralmente leves, e o PLGA ja demonstrou ser extremamente
seguro quando utilizado como implantes ou em microparticulas. Um estudo
mostrou que o uso do PLGA em nanoparticulas pode criar alteragdes na

biodistribuicdo e na toxicidade deste material®.

2.5 0 HORMONIO DE CRESCIMENTO (GH)

O horménio do crescimento humano, abreviadamente GHh, também
chamado somatotrofina ou somatotropina (ST), € uma proteina monomérica e
um horménio peptidico composto por 191 aminoacidos, com peso molecular de
aproximadamente 22kDa, sintetizado e secretado pela glandula hipofise
anterior’”*®. O GHh ¢é armazenado na glandula pituitaria na forma de granulos e
a liberagdo do GHh na circulagdo ocorre nesta forma de granulos>®. O padréo de
liberagcdo normal é através de longos pulsos (cada um com duragao de 15 a 30
minutos) de secrecdao de GHh; porém os picos mais altos e mais previsiveis de
liberacdo de GHh ocorrem normalmente durante o sono, mais especificamente
na primeira hora®®. Cerca de 50% da secregdo do GHh diaria ocorre durante o
terceiro e quarto estagio do sono REM, e entre os picos de liberagdo, os niveis
de GHh basal sdo baixos. O nivel do GH durante tais picos pode ir de 5-
30 ng/mL ou mais. Entre picos, os niveis basais de GH sao baixos, geralmente
abaixo de 3 ng/mL na maior parte do dia e da noite. A quantidade e o padrao de
secre¢cao do GH muda ao longo de toda a vida. Os niveis basais sdo maximos

durante a infancia. A amplitude e a frequéncia de picos sdo maximos durante o
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estirdo pubertal. As criangas e os adolescentes sadios tém uma meédia de 8
picos a cada 24 horas. Os adultos, em média 5 picos. Os niveis basais, a
freqiéncia e a amplitude dos picos caem ao longo da vida adulta. No entanto,
todo este padrdao de secrecao é influenciado por fatores como idade, género,
dieta, exercicios, estresse e outros hormonios®*°.

A secrecao do GHh é estimulada pelo horménio liberador do horménio do
crescimento (rhGH), e negativamente regulada pela somatostatina®. Pra melhor
compreensao, o horménio do crescimento pode ainda ser diferenciado quanto a
sua nomenclatura na area médica, sendo chamado de somatotrofina quando se
refere ao horménio de crescimento produzido naturalmente em animais,
enquanto o termo somatrofina se refere ao horménio de crescimento produzido
por tecnologia de DNA recombinante e abreviado pela sigla rhGH em humanos.

A terapia com hormoénio de crescimento recombinante foi desenvolvida no
inicio dos anos 50 e utilizada com sucesso para tratar desordens do crescimento
causada pela deficiéncia do GHh. Mais recentemente, pesquisas indicaram que
as desordens do crescimento estdo associadas a anormalidades genéticas,
incluindo alteragdes na produg¢ao do hormdnio, na secrecao deste e defeitos nos
receptores do horménio do crescimento®®, j4 que da mesma forma que a
proteina de outros horménios, o GHh age por meio da interagdo com um
receptor especifico encontrado na superficie das células; enquanto uma causa
comum de insuficiéncia de GHh em adultos é a remocao da glandula pituitaria
para o tratamento de algumas lesdes malignas*’.

Até que a tecnologia do DNA recombinante (DNAr) fosse desenvolvida, o
horménio do crescimento humano era obtido de forma limitada a partir da
glandula pituitaria de cadaveres*, ja que o GHh de origem bovina & inativo em
humanos. Em meados dos anos 80, o GHh derivado de cadaveres foi retirado do
mercado devido ao risco de transmissdo da doenca Creutzfeld-Jacob™.

A possibilidade de se obter hormdnio de crescimento humano derivado do
DNAr permitiu o tratamento de pacientes com insuficiéncia de GHh e possibilitou
a investigagdo de uma gama de outras doengas relacionadas a este hormdnio.

Diversas empresas ja possuem aprovagao da FDA para produzir o rhGH pra
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uma variedade de indicacdes® que incluem, além das desordens do
crescimento em criancas e adultos associados a insuficiéncia de GH, sendo esta
a maior indicacado da terapia de reposi¢cao de GHh, insuficiéncia renal crénica,
Sindrome de Turner e caquexia secundaria a AIDS*°.

Devido a curta meia-vida do rhGH, a terapia de reposi¢cao requer inje¢des
frequentes (diarias ou 3 vezes por semana), que afetam negativamente a
adesdo ao tratamento e o conforto do paciente46. Assim, o desenvolvimento de
formulacdes que contém rhGH e permitem a sua liberagdo gradual podem trazer
melhoras significativas a eficacia do tratamento e a qualidade de vida dos
pacientes. Ainda, apesar de a terapia de reposicdo nao mimetizar com
fidelidade a secrecdo natural pulsatil, esta é ainda efetiva e muito segura.
Estudos classicos demonstraram que a infusdo continua de rhGH (através de
bombas externas) resultaram em velocidade de crescimento comparavel ao

tratamento com injegdes diarias*’*®

, confirmando entdo que a liberagao pulsatil
de GH nao é requisito para a eficacia da terapia. A administragao continua por
bombas de infusdo, porém, apesar de eficaz, também nao é bem tolerada pelos
pacientes. Uma formulagdo que armazena e libera GHh de forma continua
poderia produzir beneficios similares aos sistemas de infusdo por bombas e
eliminar o desconforto associados as injecdes diarias. Tal formulacdo de
armazenamento e liberagao deve ainda ser composta de material biocompativel,
para que nao ocorra reagdes adversas durante a administragdo. Diversos
materiais biocompativeis tem sido estudados e desenvolvidos a fim de funcionar
como carreadores de substancias como medicamentos, proteinas, peptideos®.
Devido a necessidade de tratamento de longo-prazo com rhGH para as
desordens de crescimento, sistemas biodegradaveis impregnados com rhGH
cumprem a fung¢ao de liberagdo constante apds sua instalagdo no organismo,
seja esta através de cirurgias ou de forma injetavel. Polimeros biodegradaveis,
como o PLGA em forma de micro ou macroparticulas (matrizes), injetaveis ou
implantadas no organismo, tem sido extensivamente utilizados ha mais de 20
anos como sistemas de armazenamento e distribuicdo de substancias, inclusive

rhGH, para tratamentos locais e/ou sistémicos. Este polimero ja é utilizado
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atualmente como sistema de liberagdo de um agonista do horménio liberador de
horménio luteinizante para o tratamento de cancer de préstata, puberdade
precoce e endometriose®. O PLGA ¢é degradado em &cido latico e acido glicolico
e pode ser obtido em uma variedade de formas que diferem no peso molecular e
em composi¢cao; ambos estes fatores determinam a taxa de degradagao do
polimero®'. Por apresentar tais caracteristicas, o PLGA & um excelente material
para a confeccao de matrizes liberadoras de rhGH.

No entanto, alguns fatores desta interagdo polimero-rhGH devem ser
muito bem avaliados para que se tenha um material que corresponde aos
propdsitos desta terapia e torne o tratamento eficiente. Entre tais fatores,
destaca-se principalmente a estabilidade da proteina ao ser incorporada na
matriz de PLGA. O sistema mais conhecido de liberacdo de rhGH, o Nutropin
Depot, que consistia de PLGA impregnado por rhGH, foi aprovado pela FDA nos
Estados Unidos em 1999 e retirado do mercado em 2004 devido a varias
desvantagens como alto surto de liberagcdo, desnaturagdo de proteinas apds
administracdo e reacdes adversas, como inflamacdo®®. A desnaturagdo de
proteinas é causada pelo ambiente acido causado pela degradacdo do PLGA,
uma vez que estabilizadores de meio ndo sdo adicionados®®. Altos surtos de
liberacdo podem levar a perda significativa da acao da substancia em um curto
periodo de tempo, reduzindo a eficacia da formulagcdo, e ainda promover
concentracdes téxicas da(s) substancia(s) utilizada(s). Ademais, a agregacao de
proteinas pode ocorrer em ambientes desfavoraveis e a liberagcdo desses
agregados podem ocasionar respostas imunologicas imprevisiveis. Até junho de
2012, ndo havia disponivel no mercado, nacional ou mundial, sistemas de
liberagcdo controlada de rhGH com duracdo acima de um més. Ainda é um
desafio para pesquisadores desenvolver um sistema adequado de liberacédo de
rhGH com preservagao da integridade da substancias, tanto in vitro quanto in
vivo, uma vez que o rhGH nao é estavel quando exposto a solventes organicos
durante a preparacao do sistema, e a matriz do polimero biodegradavel afeta a
estabilidade do GHrh>**®,
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2.5.1 Limitagoes da estabilidade do rhGH
Para o desenvolvimento de um sistema de PLGA impregnado com rhGH,

a estabilidade deste horménio sob condi¢des fisioldgicas deve ser considerada,
pois 0 PLGA se torna hidratado e assim expde o rhGH incorporado na matriz a
agua e ions em condicdes fisioldgicas de pH e temperatura. As vias primarias de
degradacdo para o rhGH em solugdo incluem agregacao, desaminacéo,
oxidagdo e degradacdo das aminas terminais®>°. Essa taxa de degradacdo é
mais rapida em pH fisiolégico do que nas condigcdes de fabricagdo das
formulagdes®®. Estes estudos sugerem que a duracdo da matriz de PLGA
incorporada por rhGH pode nao exceder um més, devido a significativa
degradacao quimica e fisica. A desnaturagao proteica pode causar a perda a
atividade biologica do sistema e ainda aumentar a resposta imunolégica ao
implante instalado®'.

Além desta instabilidade fisica e quimica do rhGH em meio aquoso, tal
substancia pode ainda sofrer desnaturacao fisica quando exposto a solventes
organicos®. A exposicdo a solventes organicos é necessdria para a confecgéo
da matriz de PLGA, ja que o PLGA n&o é soluvel em solventes aquosos. Uma
formulacado contendo rhGH deve ser desenvolvida a fim de estabilizar a proteina
contra a sua desnaturacdo. Dois métodos diferentes de estabilizagcdo do rhGH
em sistemas de PLGA/solventes orgéanicos ja foram descritos. No primeiro
meétodo, utiliza-se as variaveis normais para o desenvolvimento da matriz, como
excipiente e pH®', enquanto o segundo método descreve a vantagem de se
interagir o rhGH com zinco para formar um complexo insoluvel®®. Diversos
excipientes foram estudados com o primeiro método para testar suas
capacidades de aumentar a solubilidade e estabilidade do rhGH para seu uso
em processo de emulsao dupla. Destes excipientes, a trealose demonstrou a
capacidade unica em prover alta solubilidade e estabilidade durante o
encapsulamento do horménio. O segundo método utilizou ligagcdes especificas
entre o rhGH e zinco. Estudos prévios com este método mostram que o zinco
aumenta a estabilidade fisica do rhGH®. Este método é similar ao

armazenamento da forma natural do GHh nos granulos secretores da glandula



34

hipofise®®. O uso destas formulacdes mais estaveis na produgdo de microesferas
de PLGA foi recentemente investigado e demonstrou eficacia na estabilidade da
proteina®'®?,

Em um estudo que objetivava a avaliar a estabilidade das moléculas de
rhGH encapsuladas em microesferas de PLGA por um processo de emulsao
dupla, Cleland e cols. reportaram que o rhGH foi liberado das microesferas de
PLGA em sua forma nativa, sendo biologicamente ativo durante todo o periodo
de incubacgao (30 dias) em condigdes fisioldgicas (pH 7.4 e temperatura 37°C).
Assim, ressalta-se que a degradagao quimica do rhGH nao foi afetada pelas
particulas de PLGA, indicando entao que o ambiente interno das microesferas
de PLGA é similar a solucdo tampao. Entdo, se uma proteina demonstra
estabilidade em solugdo tampao sob condigbes isotbnicas de pH 7.4 e
temperatura de 37°C, esta é segura, estavel e eficaz para ser liberada de
matrizes de PLGA inseridas no organismo®®.

Em outro estudo sobre a estabilidade do horménio de crescimento em
particulas de PLGA, Johnson e cols. avaliaram a estabilidade da proteina
encapsuladas em polimeros de diferentes pesos moleculares, diferentes
terminagcdes poliméricas e diferentes quantidades de zinco. Ainda, os
parametros de liberacdo de rhGH in vivo foram determinados apods
administragdo subcutanea das microesferas de PLGA em ratos e macacos
rhesus. As analises da estabilidade e bioatividade da proteina de 3 diferentes
formulacbes de microesferas de PLGA mostraram caracteristicas similares a
proteina previamente ao encapsulamento. /n vivo, a administragdo subcuténea
das microesferas aos animais induziu niveis elevados de Ghrh por até um més.
O taxa de proteina (rhGH) liberada diferiu entre as trés formulacbes e foi
determinada pelo peso molecular e hidrofobicidade do PLGA. Os niveis
plasmaticos de rhGH, apés 3 doses sequenciais mensais de uma das
formulacdes, foram reproduziveis e nao demonstraram acumulagcdo da dose.
Tais dados provam a estabilidade da proteinas nas matrizes de PLGA?'.

Afim de desenvolver formulagées que pudessem estabilizar as proteinas

recombinantes humanas, entre elas o rhGH, em solventes organicos utilizados
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para encapsulamento destas proteinas, Cleland e Jones realizaram um estudo
em que diversos excipientes foram testados para avaliar a maxima solubilidade
de cada proteina recombinante estudadas. Os resultados mostram que a
estabilidade de certas formulagdes correlacionaram de forma similar com a
estabilidade obtida durante o encapsulamento em microesferas de PLGA. A
proteina foi liberada da microesfera em sua forma nativa, demonstrando a
estabilidade da formulag&o®.

Ainda, corroborando com os estudos acima, um outro estudo de Cleland e
colaboradores comparou as caracteristicas de degradagao do rhGH incorporado
a matrizes de PLGA a degradacao do rhGH puro em solugdo. Os autores
mostraram que as formulacdes de PLGA demonstraram uma liberagao continua
de rhGH por 30 dias e que as taxas de oxidacdo e deaminacdo do rhGH
incorporado em particulas de PLGA foram equivalentes aquelas ocorridas no
rhGH puro quando colocados em solugdo tampao (pH 7.4) a 37°C. Assim, os
autores concluiram que o rhGh foi incorporado ao PLGA de forma bem sucedida
e que a liberagdo e degradacado quimica do rhGH nao foram afetadas pela
presenca do PLGA, indicando que o ambiente interno das matrizes séao

fisioldgicos para a incorporagao de rhGH®.

2.6 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIVEL

A espectrofotometria € o método de andlises 6ptico mais usados em
investigacbes bioldgicas e fisico-quimicas. O espectrofotdbmetro € um
instrumento que permite comparar a radiagao absorvida ou transmitida por uma
solucao que contém uma quantidade desconhecida de soluto e uma quantidade
conhecida da mesma substancia’™.

A capacidade que as diversas substancias quimicas tém de absorverem
luz em determinados comprimentos de onda pode ser utilizada para a sua
determinagao quantitativa e qualitativa, uma vez que o espectro de absorgéo €
caracteristico para uma determinada substancia e a quantidade de absorgao

(intensidade) é dependente da concentragcdo do composto. A relacdo da
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absorbancia (A) com a concentracdo da substancia é representada pela Lei de
Lambert-Beer: “A absorvancia (A) de uma substancia €& proporcional a
concentracdo da substancia na solucdo e a distadncia percorrida pelo feixe

luminoso que atravessa a solugao (caminho 6ptico)”.

A= e.l.c,

Onde:

7

€ = coeficiente extingdo molar, que é constante para cada substancia, A =
definido como a absorbancia da substancia em um determinado comprimento de
onda (A) numa cubeta de caminho 6ptico (I) = 01 cm (largura da cubeta) e c = a
concentracao da solugdo. A absorbancia € uma funcao linear da concentracgéao.
Assim, para uma mesma substancia, considerando-se o caminho Ooptico
constante, a absorbancia & diretamente proporcional a concentracdo desta
substancia. Os pontos experimentais sao obtidos pela leitura de uma
propriedade que varia em fungcdo da concentragdo do analito, ou seja, da
molécula a ser mensurada’"’%. A propriedade medida é chamada de sinal do
instrumento, que no caso deste estudo, sera a absorbancia. De acordo com a
literatura, proteinas apresentam pico de absorbancia em ultravioleta de 214 a
280nm. Esse valor é diretamente proporcional ao seu conteudo proteico. Ainda,
de acordo com a literatura, a absorbancia do horménio puro é de 214 a 286nm,
sendo similar a absorbancia em ultravioleta para detec¢géo de outras moléculas
proteicas. Em geral, considera-se que uma leitura de 1,0 Aysp equivale a uma
concentracéo de 1 mg/mL"".

Dentre os tipos de espectrofotometria, pode-se citar a espectrofotometria
atdbmica, onde rede de difracdo sao utilizadas para estudar o espectro de energia
da radiagdo eletromagnética dos astros coletada nos telescopios;
epectrofotometria de absorgao atémica, que € um método de analise usado para
determinar qualitativamente e quantitativamente a presengca de metais;
espectrofotometria no infravermelho e a espectrofotometria no ultravioleta-
visivel, que envolvem a espectroscopia de fétons e se destinam para a detecgao

de compostos organicos. Dentre a duas ultimas, a espectrofotometria UV-visivel
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€ largamente usada tanto na industria quanto na pesquisa cientifica pois ela é
uma técnica rapida e confiavel para medidas, controle de qualidade e analises
dindmicas bioldgicas e fisico-quimicas. O instrumento usado na espectroscopia
UV-visivel é chamado de espectrofotbmetro UV-visivel. Para se obter
informacgao sobre a absorgdo de uma amostra, ela é inserida no caminho 6ptico
do aparelho. Entao, luz UV e/ou visivel em um certo comprimento de onda (ou
uma faixa de comprimento de ondas) € passada pela amostra gerando um
espectro UV-visivel, que se constituiu essencialmente de um grafico da
absorbancia versus o comprimento de onda na faixa do UV e/ou visivel. O
espectrofotdbmetro mede o quanto a luz foi absorvida pela amostra. Apesar de as
amostras poderem ser sélidas (ou mesmo gasosas), elas usualmente sao
liquidas. Uma cela transparente (ou seja, que nao absorve radiagao na faixa de
comprimentos de onda usada), comumente chamada de cubeta, é enchida com
a amostra liquida e inserida no espectrofotometro. O caminho 6ptico pela a
amostra é entdo a largura da cubeta. Espectrofotbmetros mais simples
(econdbmicos) usam cubetas com a forma cilindrica (tubos de ensaio), porém, os
mais sofisticados usam cubetas retangulares, geralmente com uma largura de
1cm. Para espectroscopia apenas no visivel, simples cubetas de vidro podem
ser usadas, porém a espectroscopia no ultravioleta requer cubetas especiais
feitas de um material que (ao contrario do vidro) ndo absorva luz UV, como o
quartzo’. A figura 2 mostra um desenho esquematico que simula o

funcionamento de um espectrofotdbmetro UV-visivel.
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Figura 2: Desenho esquematico — Espectrofotometria UV-Visivel.
Disponivel em: http://quimicandovp.wordpress.com/category/espectrofotometria-uvvisivel

2.7 PH E MENSURACAO DE PH — PHMETRIA

Em quimica, pH € uma medida da acidez ou basicidade de uma solugao
aquosa. As solugdes com um pH inferior a 7 sao ditas acidos e solugbées com um
pH superior a 7 sdo basicos ou alcalinos. A agua pura tem um pH muito proximo
a 7. A escala do pH é feita com base em um conjunto de solugdes padrao cujo

pH é estabelecido por acordo internacional™

. Os valores de pH padrao séao
determinadas utilizando uma célula de concentracdo de transferéncia, através
da medicdo da diferengca de potencial entre um eletrodo de hidrogénio e um
eletrodo padrao, tal como o eletrodo de cloreto de prata. Matematicamente, o pH
€ um logaritmo negativo da atividade do ion hidrogénio, mais frequentemente
expressos como a medida da concentragdo do ions hidrogénio O pH ira indicar
se a solugdo € acida ou basica, mas ndo € uma medida da acidez ou

alcalinidade. Aparelhos medidores de pH trabalham em liquidos, embora sondas
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especiais sdo por vezes utilizadas para medir o pH de substancias semi-solidas.
Um medidor de pH tipico é constituido por uma sonda de medicao especial (um
elétrodo de vidro) ligado a um medidor eletrdbnico que mede e apresenta a leitura
de pH. Para que haja uma leitura precisa, o medidor de pH deve ser calibrado
antes de cada medicdo. A calibracdo deve ser realizada previamente a cada
utilizagdo, com pelo menos duas solugbes tampao padrdo que abrangem a
gama de valores de pH a ser medido. Para propdsitos gerais tampoes a pH 4,01
e pH 10,00 sao aceitaveis. Mensuragoes de pH s&do importantes na medicina,
biologia, quimica, agricultura, engenharia dos alimentos, ciéncias ambientais,
oceanografia, engenharia civil, engenharia quimica, nutricgdo, tratamento e

purificagdo de &gua, entre muitas outras aplicagdes’* .

2.8 TEMPERATURA X CONSERVACAO DE MOLECULAS

A estabilidade de um medicamento € a extensdo em que ele mantém as
mesmas propriedades e caracteristicas que possuia no momento de sua
fabricagdo, ou seja, € a propriedade de um produto em preservar as mesmas
caracteristicas fisicas, quimicas e farmacolégicas durante seu periodo de vida
util, representado pelo prazo de validade. Esta estabilidade depende de fatores
ambientais como temperatura, luz e umidade e de fatores relacionados ao
préprio produto como forma farmacéutica, processo de fabricacdo, material de
embalagem e propriedades fisicas e quimicas das substancias ativas e dos
excipientes. Operacdes de transporte, armazenamento e administragao
realizadas em condi¢cdes diferentes das recomendadas pelo fabricante
aumentam a possibilidade de ocorrerem alteragdes indesejadas como
diminuicao da atividade terapéutica e aumento do risco de efeitos toéxicos.

Os principais fatores ambientais controlaveis que interferem na
estabilidade dos medicamentos séo a temperatura, a luminosidade e a umidade,
uma vez que as reagdes quimicas e bioldgicas geralmente sdo aceleradas com

o aumento dos valores destes fatores. Dentre eles, a temperatura é a condigao
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ambiental responsavel pelo maior numero de alteragdes e deterioragdes dos

medicamentos.

2.8.1 Temperatura x Conservagao de moléculas
Temperatura, seja calor ou frio, € ainda uma das mais importantes

ferramentas para tratamento de doengas na medicina moderna. Pesquisa
recente sobre a termoestabilidade de compostos e moléculas em diversas
temperaturas tem focado em destruir ou estabilizar células/tecidos doentes. O
uso de temperaturas consideravelmente baixas para lesar tecidos ou células
indesejaveis € chamado de criocirurgia/crioablagao/crioterapia, enquanto o uso
de temperaturas consideravelmente altas para o mesmo proposito é chamado
de termocirurgia/termoablacao/termoterapia. Para aplicagcbes de estabilidade
(biopreservagao), diferentes termos como criopreservagao, preservagao
hipotérmica e preservacdo seca ou liopreservagdo sao utilizados para
temperaturas abaixo de — 80°C, aproximadamente 4°C e temperatura ambiente,
respectivamente. No entanto, ha uma diferenciacdo de conceitos entre
preservacao hipotérmica e liopreservacao, ja que o primeiro termo se destina a
preservacao completa de tecidos ou 6rgaos hidratados em um curto periodo de
tempo, normalmente dias ou semanas, enquanto o segundo termo
(liopreservacado) foca em estabilizar moléculas em um periodo de tempo

prolongado (meses ou anos), em um estado desidratado’®"®.

2.8.2 Estabilizagao térmica
O objetivo da estabilizacdo térmica (ou biopreservagao) € preservar

moléculas importantes, como biomoléculas, células, tecidos e 6rgaos para uso
futuro. Para estabilizacdo em curto prazo, moléculas sdo normalmente resfriadas
a temperaturas proximas de 4°C (preservacao hipotérmica), sem congelamento.
O intuito é desacelerar o metabolismo e degradagdo das moléculas a fim de
extender seu tempo de armazenamento para dias ou semanas previamente ao

seu uso. Estudos reportando o uso da preservagao hipotérmica focam em
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preservar 0rgaos, ja que sua estabilizacdo a longo-prazo ndo € aplicavel. Para
estabilizacdo a longo prazo, entretanto, moléculas (proteinas, células e
pequenas porcoes de tecidos) sdo normalmente estabilizados em uma fase
vitrea, que € uma estado termodinamicamente estavel com alta viscosidade e
baixa atividade molecular. Assim, qualquer processo que requer degradagao
destas moléculas estabilizadas sado suspensas enquanto esta estiver em seu
estado vitreo. Diversos métodos sao utilizados para transformar tais moléculas
de seu estado aquoso em temperaturas ambientes em fase vitrea em
temperatura refrigerada (criopreservagcéo) ou mesmo em temperatura ambiente
(liopreservagao)’®.

Dentre os métodos de criopreservagao, os mais utilizados sédo o método
do congelamento lento convencional, onde ha inevitavelmente formacao de gelo;
e o método da vitrificacdo, que é livre da formacdo de gelo®. Ja entre os
métodos de liopreservacédo, também ha 2 métodos que se destacam para
transformar moléculas do estado aquoso para o estado seco: congelamento-
secagem, também chamado de liofilizagao; e evaporacdo, também chamado de
dissecacdo. No primeiro método, uma amostra biolégica (ex: proteinas) em
solugcdo aquosa sao primeiramente suplantadas com lioprotetoreas (ex:
trealose), para entdo ser resfriada a uma temperatura entre -3°C e -7°C. A
amostra é entado resfriada lentamente de forma mais intensa, até atingir
temperaturas entre -30°C e -50°C; e depois passa por dois ciclos de secagem, o
primeiro através da exposi¢ao da substancia a uma camara de vacuo (secagem
primaria); e a segunda através do aquecimento lento das amostras até a
temperatura ambiente, permitindo a desidratagcdo das amostras por horas ou
dias. As amostras sdo entdo embaladas e preservadas no estado seco em
temperatura ambiente até seu uso futuro. Este método de congelamento-
secagem (liofilizagao) é usado de forma efetiva para liopreservacao de diversas
macromoléculas biolégicas como proteinas e lipideos, além de muitos
compostos farmacéuticos. Ja no segundo método (evaporagcdo), a agua é
removida pela exposicdo da amostra em ambiente seco (vacuo ou camara de

gas inerte — nitrogénio), sem congelamento (formacdo de gelo). Tal método
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também tem sido utilizado para promover liopreservacdo de macromoléculas
bioldgicas como proteinas e lipidios, além das substancias farmacéuticas’°.

Um estudo de Kang e colaboradores reportou a influéncia da temperatura
durante o processo de fabricacdo de microesferas de PLGA incorporadas com
rhGH. Os autores concluiram que, utilizando baixas temperaturas (0°C) durante
a incorporacao do rhGH ao PLGA, houve liberacdo sustentada e constante de
rhGH das microsferas, com minimos picos excessivos de liberagdo. Ainda, a
injecdo subcutanea destas microesferas em ratos laboratoriais demonstrou
concentracdes plasmaticas estaveis por 30 dias, evitando as flutuagbes na
concentracdo da droga. No entanto, este estudo ndo se destinou a comparar
este método de fabricagdo das matrizes com um método em que nao houve
controle da temperatura ou um método em que a fabricacdo se deu em
temperatura ambiente, questionando assim a relevancia do estudo®’.

De acordo com a bula do produto Purasorb® — PLGA 50:50, recomenda-
se armazenamento em baixa temperatura (ambiente refrigerado) e sob pressao
atmosférica normal (inerte) apdés a abertura da embalagem. Ainda, também de
acordo com a bula do produto Saizen®, apds a reconstituicdo deste agente, a
solucdo deve ser conservada sob refrigeracdo, protegida da luz e em
temperatura entre 2°C e 8°C, sem congelar. Nesta formulagdo comercial, o rhGh
€ apresentado em forma de po liofilizado, ou seja, ja liopreservado.

No entanto, ha uma escassez de estudos na literatura cientifica que se
destinam a estudar a estabilidade do PLGA e do rhGh, apds reconstituigao
destes produtos, quando estes padrdes de temperatura sdo mantidos ou
alterados®. Ainda, ha uma escassez de informacdes fornecidas pelos proprios
fabricantes dos produtos e também na literatura cientifica sobre a estabilidade
destas moléculas quando armazenadas por determinados periodos de tempo

apos a sua reconstituicdo do rhGh e/ou dissolugao das particulas de PLGA.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

3.1.1 Avaliar a estabilidade in vitro do hormobnio de crescimento humano
recombinante (rhGH) encapsulado em matrizes de PLGA durante o

armazenamento da matriz previamente ao seu uso clinico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar o tempo de estabilidade do rhGH encapsulado em
matrizes de PLGA quando estas sao armazenadas por diferentes periodos de

tempo;

3.2.2 Comparar a estabilidade do rhGH encapsulado na matriz de PLGA
quando esta € armazenada em temperatura ambiente versus armazenamento

em ambiente refrigerado;

3.2.3 Correlacionar o pH da solugdo de degradacédo das formulagdes
testes armazenadas por diferentes periodos de tempo e em temperaturas

diferentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
41.1 PLGA

Para confecgdo das matrizes foi utilizado PLGA comercial
(Purasorb®— PURAC, Gorinchem, Holanda ) em proporgao 50:50 e viscosidade
intrinseca de 1.0dl/g (figura 3). Tal material apresenta um peso molecular de
120KDa. A apresentagcao farmacéutica € na forma de pd e, segundo o
fabricante, quando armazenado na embalagem original sob baixas temperaturas
(-15°C), tal material mantém suas propriedades originais por até 3 anos; e,
quando armazenado em temperatura ambiente, suas propriedades podem ser
mantidas por até 1 ano. Ainda de acordo com o fabricante, previamente a
abertura da embalagem do material, recomenda-se que se aguarde até o
material atingir a temperatura ambiente e, apos abertura da embalagem,
recomenda-se armazenamento em baixa temperatura (ambiente refrigerado) e

sob pressao atmosférica normal (inerte).

Figura 3: Acido poli-latico-co-glicélico (PLGA) - Purasorb®- PURAC
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4.1.2 Horménio do crescimento humano recombinante (rhGH)
Sera utilizado, nesse estudo, o hormoénio do crescimento humano

recombinante (Saizen®, Merck Serono S.A. Aubonne, Suica), sob forma de pd
liofilizado (frasco-ampola), em que, conforme informag¢des na bula do farmaco,
cada frasco-ampola contém 1,33 mg (4 Ul) de rhGH, e excipientes de manitol
20,0 mg, fosfato dissédico dihidratado 2,0-2,4 mg e fosfato monossddico
monohidratado 0,30-0,40 mg (figuras 4a e 4b).

Segundo o fabricante, Saizen® 1,33mg (4Ul) pé liofilizado é valido por 24
meses, quando mantido no frasco-ampola e em temperatura entre 2°C e 8°C.
Apos a reconstituicao deste agente em agua para inje¢do, a solugao deve ser
conservada sob refrigeracao, protegida da luz e em temperatura entre 2°C e
8°C, sem congelar. Ainda, apds a reconstituicdo (em agua para injegao), este

medicamento deve ser utilizado em até 24 horas.

Figura 4:Hormdnio de crescimento humano recombinante - Saizen®
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4.2 METODOS:

4.2.1 Preparacao das matrizes

As matrizes de PLGA puro e matrizes de PLGA contendo rhGH liofilizado
foram confeccionadas no Laboratério de Organometalicos e Resinas (LOR), da
Faculdade de Quimica da PUCRS, sob supervisdo da Prof.2 Dr.? Rosane
Angélica Ligabue.

Para a confeccado de matrizes puras de PLGA 50:50, 7.5g de Purasorb®-—
PURAC 50:50 foram misturados com 30ml de tetrahidrofurano (THF), em uma
propor¢ao de aproximadamente 1:4 entre gramas de PLGA e mililitros de THF.
Essa mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 90 minutos, até
dissolugdo completa do PLGA em THF e a mistura foi vertida em moldes de
silicone de 10mm de didmetro e 2mm de altura. Um total de 27 matrizes foram
confeccionadas seguindo este método.

Previamente a confecgcao das matrizes de PLGA + rhGH, a quantidade de
horménio a ser utilizada foi misturada com acetato de zinco na proporgéao 1:6
(rhGh: acetato de zinco), respectivamente, sendo a mistura imersa em
aproximadamente 2ml de THF, permanecendo sob agitagdo mecanica por 5
minutos. Apods, 28ml de THF foram misturados a 7,5g de PLGA, em uma
propor¢ao de aproximadamente 1:4 entre gramas de PLGA e mililitros de THF.
Essa mistura ficou sob agitacdo magnética por aproximadamente 90 minutos,
até total dissolugao das particulas de PLGA e rhGH no solvente utilizado — THF.
Ainda, a esta mistura, foram adicionados 1 ampola de Saizen®, contendo
1,33mg de rhGH, ja misturado com 0.221mg de acetato de zinco e 1ml de THF,
e a mistura foi levada para homogeinizagao por 15 minutos em um dispersor
Ultra Turrax IKA®, na velocidade de 3.600 rpm (figura 5). A mistura entdo foi
vertida em moldes de silicone de 10mm de didmetro e 2mm de altura. Da
mesma forma que as matrizes puras, um total de 27 matrizes foram

confeccionadas seguindo tal método (figuras 6a e 6b).
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Figura 5: Agitagao magnética da mistura rhGH + PLGA em solvente (THF)

Figura 6: Moldes de silicone onde as matrizes de PLGA e PLGA + rhGh foram vertidas.

Dimensao = 10mm de didmetro x 2mm de profundidade

As matrizes foram preparadas com o auxilio de um extensiémetro de 700
Mm. Apos, foram acondicionados em uma camara de evaporacgao de solvente, a

temperatura ambiente, onde as matrizes foram secas por meio de arraste
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forcado pela acdo de gas nitrogénio, permanecendo nesta cadmara até que

tivessem completamente secas.

4.2.2 Agrupamento das amostras
Foram confeccionadas 27 matrizes de PLGA + rhGH (formulacgao teste) e

27 matrizes de PLGA puro (formulagao controle), conforme técnica supracitada.

Apos pesagem das amostras em balanga de precisao (Mettler-Toledo Ind.
e Com. Ltda, Barueri, SP, Brasil) 24 amostras contendo PLGA + rhGH foram
embaladas individualmente em papel grau cirurgico e entdo divididas igualmente
em 4 grupos, denominados de grupo I, Il Ill e IV, com cada grupo contendo 6
amostras. As amostras do grupo | foram armazenadas por 7 dias previamente a
sua degradagao. As amostras do grupo I, por 14 dias; do grupo lll por 21 dias e
do grupo IV, por 28 dias. Ainda, dentro de cada grupo, as amostras foram
subdivididas em dois subgrupos contendo 3 amostras cada, denominados de
subgrupo A (ambiente), em que foram armazenadas em temperatura ambiente,
e subgrupo F (frio), em que foram armazenadas em ambiente refrigerado (entre
2°C e 8°C). As 3 matrizes restantes (alocadas em um grupo separado
denominado grupo 0) ndo foram armazenadas, sendo colocadas em tubos de
ensaio especificos para degradacao logo apds sua confecgao. Vinte e quatro
das 27 matrizes confeccionadas em PLGA puro foram pesadas, embaladas e
agrupadas da mesma maneira que as matrizes contendo rhGH, em grupos |, Il,
lll e IV e subgrupos A e F, sendo que as 3 restantes ndo foram armazenadas,
mas colocadas em tubos de ensaios especificos para degradacédo logo apds
sua confeccdo. A alocagao das matrizes em grupos e subgrupos foi realizada de
forma aleatéria, através de numeracdo das matrizes e sorteio simples entre os
numeros colocados em uma urna fechada.

O quadro 1 mostra a divisdo dos grupos e subgrupos e o0 numero de

matrizes contidas em cada grupo/subgrupo.
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Grupo/Subgrupo

Subgrupo A

Subgrupo F

Grupo 0 (degradagao imediata)

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

0 matrizes

Grupo | (7 dias de armazenamento)

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

Grupo Il (14 dias de armazenamento)

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

Grupo lll (21 dias de armazenamento)

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

Grupo IV (28 dias de armazenamento)

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

3 matrizes PLGA + rhGH
3 matrizes PLGA

Quadro 1: divisdo dos grupos e alocagédo das amostras em cada grupo e subgrupo do estudo.

4.2.3 Degradacao hidrolitica das matrizes
As amostras foram submetidas a degradagao hidrolitica no intuito de

simular in vitro as condi¢des in vivo. Inicialmente, as matrizes foram imersas em
9ml de solugao tampéo fosfato salino, PBS, (pH 7,4), dentro de tubos de ensaio
(previamente esterilizados com 6xido de etileno) (figura 7). Em seguida, os tubos
a 37°C.

Respeitando o tempo e a temperatura de armazenamento de cada grupo e

foram expostos a um banho termostatizado, marca Biomatic,

subgrupo, exceto o grupo 0, as amostras foram colocadas em banho
termostatico permanecendo no banho durante um tempo pré-determinado. Afim
de cumprir 0 objetivo da pesquisa de avaliar a estabilidade do rhGh incorporado
a matrizes de PLGA dentro do grupo teste, comparando diferentes tempos e
temperatura de armazenamento, as matrizes foram degradadas por um periodo
de 21 dias; sendo que nos dias 1, 2, 3 e 4 a solugao tampao foi substituida
diariamente por nova solu¢ao PBS; e o sobrenadante removido foi analisado em
espectrofotometro UV visivel Cary 1E (Varian, Palo Alto, Estados Unidos) com
pico de absorbancia de 280nm, para calcular inicialmente o pico de absorbéancia
da solugcdo e, a partir desta, a concentracdo de rhGH liberado naquele dia

especifico. Logo apds, o pH desta solugdo também foi mensurado em aparelho
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especifico para este fim (Mettler-Toledo Ind. e Com. Ltda, Barueri, SP, Brasil).
Apos o quarto dia, as matrizes permaneceram em degradagdo em banho
termostatizado por mais trés dias consecutivos sem troca da solugdo tampao.
No 7° dia entdo, mais uma vez o sobrenadante foi removido e levado para
analise de espectrofotbmetro de absorcdo ultra-violeta (UV) visivel e
mensuragao de pH, e as matrizes foram imersas em nova solugao tampéao. Nos
dias 8 e 9 repetiu-se a troca diaria da solucdo tampdo e avaliagdo do
sobrenadante. A partir do dia 9, as matrizes permaneceram em degradacao até
0 14° dia sem substituigdo da solugdo tampdo. Neste dia, realizou-se nova troca
de solucdo e o sobrenadante removido foi avaliado para os mesmos testes
supracitados. Novamente, permitiu-se degradacao ininterrupta do 14° ao 21° dia,
sem troca da solugao tampéao. Neste ultimo dia, novamente o sobrenadante foi
removido do tubo de ensaio e levado para analise de absorbancia em
espectrofotometro UV visivel e mensuracdo de pH. Este protocolo de
degradacao foi idéntico para o grupo teste (PLGA + rhGH) e grupo controle
(PLGA) O teste de degradacao hidrolitica foi realizados conforme a norma ASTM
F1635 de 2010%°.

Figura 7: imersédo das matrizes em solugédo tampao fosfato salino dentro de tubos de ensaio.
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Enfatiza-se que, apds cada periodo de tempo relatado em que se realizou
substituicdo da solugcdo tampéao, as amostras foram retiradas do banho e a
solucdo tampao PBS sobrenadante removida foi entdo encaminhada para
analise em espectrofotdbmetro de absorg¢ao ultra-violeta (UV) visivel com pico de
absorbancia de 280nm; no intuito de, através dos valores de absorbancia
calcular a concentracdo de horménio de crescimento liberado naquele
determinado periodo de tempo e, apos este teste, submetida ao teste de
pHmetria. Todas as analises de espectrofotometria e phmetria foram realizadas
no Instituto de Toxicologia (INTOX) da PUCRS. As matrizes que permaneceram
dentro dos tubos de ensaio foram imersas em nova solugdo tampao PBS e
recolocadas no banho termostatizado a 37°C até a proxima mensuragdo, onde
se repetiu o processo de substituicdo da solugdo tampéo e analise da solugao

removida.

4.2.4 Determinacao da quantidade de rhGH incorporado na matriz de
PLGA

Através da Lei de Lambert-Beer obteve-se a absorbancia (A) de cada
amostra analisada pelo espectrofotdmetro. Para cada analise, trés valores de
absorbancia foram mensurados69, sendo a meédia da triplicata considerada o
valor final de absorbéncia de cada avaliagdo. Ainda, por se tratar de matrizes
com pesos diferentes e portanto com diferentes concentragdes de rhGH, uma
média aritmética do valor final de ABS para cada uma das trés matrizes da
mesma formulagao também foi realizada, obtendo entdo um unico valor médio
de absorbancia para cada formulacdo de trés matrizes. Tais médias foram
calculadas para os dois grupos gerais de amostras (formulagdo teste e
formulacao controle). Por fim, no intuito de se ter um valor final de absorbancia,
calculou-se a diferenga entre as médias obtidas na formulagao controle com as
médias obtidas na formulacao teste. Assim, os valores de absorbancia obtidos
para as matrizes de PLGA + rhGh foram descontados dos valores obtidos para

as matrizes de PLGA puro; e o valor final foi utilizado para o calculo da
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concentracao de rhGH liberada das matrizes em determinado periodo de tempo,
através da equacao obtida na curva de calibracdo. O método de identificacdo da
concentracao da proteina por espectrometria UV-visivell é validado de acordo

com as diretrizes da International Conference on Harmonization (ICH).

Um exemplo deste calculo pode ser demonstrado como:
Grupo |, subgrupo A, considerando matrizes 1,2 e 3 do grupo teste (PLGA

+ rhGH) e as matrizes 4,5 e 6 do grupo controle (PLGA):

Matriz1 Matriz2 Matriz 3 Matriz4 Matriz5 matriz 6

Valores de ABS 0.0574 0.0501 0.0510 0.0472 0.0408 0.0425
0.0573 0.0506 0.0502 0.0473 0.0403 0.0415
0.057 0.0505 0.0503 0.0474 0.0402 0.0419
Média ABS 0.0572 0.0504 0.0505 0.0473 0.0404 0.0419
Média matrizes 1-2-3 0.0527
Média matrizes 4-5-6 0.0432
Média matriz (PLGA + rhGH) - (PLGA) 0.0095

4.6 CURVA DE CALIBRAGAO

Previamente a leitura da mensuragao da quantidade de rhGH incorporado
a cada matriz e sua degradacao, foi realizada uma curva de calibragdo com uma
solugcédo e uma quantidade de horménio (rhGH) ja previamente estipulada, a fim
de estabelecer uma equacao do grafico formado e tal equagao foi utilizada como
parametro para quantificar a concentragao de horménio liberada durante os dias
de degradacao hidrolitica para as diferentes amostras do estudo.

Para a realizacdo desta curva, foi diluido uma ampola de Saizen®,
contendo 1,33mg de rhGH em 10ml de solugao tampao PBS. A partir da solugao
mae, foram realizadas 7 diluicbes (2x, 4x, 8x, 16x, 32x, 64x e 128x), obtendo
assim concentragdes conhecidas de rhGH nestas diluicdes. Essas solugdes
foram submetidas a espectrofotometria de absorcdo UV - visivel, em um
comprimento de onda padrao (pico de absorbancia) de 280nm, gerando valores

de absorbancia condizentes com a concentragao de rhGH em cada uma das
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solugdes diluidas avaliadas. Assim, para cada valor de absorbancia constatou-
se uma concentragcao compativel de rhGH, gerando dados para a construcao da

curva de calibragao.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As concentragdes de rhGH liberadas das amostras foram calculadas
através de uma curva de calibragao que foi obtida para a concentragao da droga
em um pico de absorbéncia estipulado na analise com o aparelho de
espectrofotometria acima mencionado. Para anadlise estatistica foi utilizado o
software SPSS®, versao 17.0, (Microsoft Corporation, EUA) e para avaliagao
das diferencas intra-grupos e inter-grupos foram utilizado os métodos
estatisticos teste t de Student , ANOVA e testes Post Hoc de Bonferroni. Em

todos os testes estatisticos utilizados, o nivel de significancia foi de 5%.



54

5. RESULTADOS
Todos os resultados deste estudo foram confirmados por testes

estatisticos especificos. No intuito de eliminar qualquer margem para ocorréncia
de viés nos resultados, todos os testes estatisticos foram efetuados
considerando os niveis de absorbancia obtidos em analise espectrofotométrica.
No entanto, a fim de facilitar o entendimento dos resultados, algumas analises
descritivas presentes nesta seg¢ao de resultados consideram a concentragcdo de
hormonio liberada nos periodos avaliados, que por sua vez, depende do nivel de
absorbancia obtido nas avaliacbes em espectrofotdmetro UV-visivel. Ja para os
resultados de pH, os testes estatisticos consideraram os proprios valores de pH

obtidos em analises de phmetria.

5.1 CURVA DE CALIBRAGAO

A absorbancia obtida de cada concentracao foi analisada e, através do
Programa Microsoft Excel, foi gerado um grafico da curva de calibragao (grafico
1). Derivar uma curva de calibragao significa determinar a equagcéo que melhor

se ajusta aos pontos experimentais.

Grafico 1: Curva de calibragao.
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5.2 LIBERAGAO DO HORMONIO DE CRESCIMENTO

5.2.1 Influéncia do tempo de armazenamento na estabilidade do
rhGH incorporado nas matrizes de PLGA

Através da Lei de Lambert-Beer obteve-se a absorbancia (A) de cada
amostra analisada no espectrofotdbmetro. Para calculo da absorbéancia de cada
triplicata, primeiramente calculou-se a média entre as trés amostras e apds
calculou-se a diferenca entre essa média e a média da absorbancia das matrizes
controle (sem rhGH). Dessa forma, chegou-se ao valor da média de absorbancia

de cada grupo (tabela 1).

Média ABS Erro padrao
Grupo 0 0.0407 0.00276
Grupo | 0.0457 0.00222
Grupo Il 0.0434 0.00172
Grupo Il 0.0448 0.00199
Grupo IV 0.0438 0.00155

Tabela 1: valores das médias de absorbancia (ABS) e erro padrdao para as matrizes
correspondentes a cada grupo do estudo.

Por meio da equacéao obtida na curva de calibragéo, pode-se obter o valor
da concentracao de rhGH liberado de cada matriz em determinado periodo de
tempo de degradacao. Em geral, sem diferenciar em matrizes armazenadas em
temperatura ambiente ou refrigerada, as matrizes armazenadas por diferentes
periodos de tempo seguiram o mesmo padrao de liberacdo de rhGH das
matrizes do grupo 0, que foram aquelas que tiveram sua degradacgao iniciada
logo apds confeccdo e portanto podem servir de controle para se avaliar o
padrdao de degradacado e liberacdo de rhGH das matrizes armazenadas
previamente a degradacado. Houve liberacdo de rhGH das matrizes, de forma
significativa, até o 14° dia de degradagéo, ocorrendo picos de maior e menor
liberagcdo. A partir deste dia, ndo foi observado liberacdo de rhGH na grande

maioria das matrizes do estudo, e apenas o grupo | demonstrou liberagdo no 21°
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dia; no entanto, foi uma quantidade infima e sem valor significativo
estatisticamente. Os graficos 2 e 3 mostram o padrao de liberagdo das matrizes
em cada dia da avaliagdo da degradagao das matrizes, diferenciando os grupos
o, L1 lelV.

Grafico 2: demonstragao geral do padrao de liberagdo de rhGH nos diferentes grupos do estudo,
considerando os dias de avaliagdo de degradacao das matrizes.

Nota-se ainda que, em geral, todos 0s grupos seguiram o0 mesmo padrao
de liberagéo, apresentando um pico significativo de liberagcdo de rhGH no 7° dia
de degradagao e, nos dias em que houve maior liberagcédo por parte de um grupo,
houve a tendéncia de os outros grupos acompanharem este padrdo. Essa
relagdo pode ser observada no 1°, 3° 7° e 14° dia de avaliagdo. A mesma
tendéncia ocorreu para os dias de menor liberagdo, como os dias 2, 4, 9 e 21.
Ainda, € notério que, para a grande maioria dos dias de avaliagdo, o grupo |
demonstrou uma maior liberagdo de rhGH, seguida do grupo Il. O grupo O
apresentou forte oscilagao nos valores de concentragao de rhGH liberada das
matrizes, oscilagao esta que nao foi acompanhada pelas matrizes armazenadas
previamente a sua degradacdo. Um grafico linear (grafico 2) demonstra os

achados supracitados.



57

Grafico 3: demonstragao geral do padrao de liberagao de rhGH nos diferentes grupos do estudo,
considerando os dias de avaliagdo de degradacao das matrizes.

No entanto,

considerando as médias dos valores de absorbancia

mensurados para todas as avaliagdes espectrofotométricas do estudo, dois

testes estatisticos efetuados foram conclusivos, demonstrando n&o haver

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos do estudo, quando

p<0.05. A tabela 2 reporta os testes estatisticos realizados entre os grupos do

estudo.
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupo Estatistica df Sig. (p) Estatistica df Sig_]. (p)
ABS 0 ,126 27 ,200° 943 27 ,146
[ 121 54 ,047 ,961 54 ,078
] ,091 54 ,200° ,980( 54 ,481
1] ,132 54 ,020 ,957| 54 ,050
v ,120 54 ,052 ,950( 54 ,025

Tabela 2: resultados dos testes estatisticos realizados, considerando todos os valores de

absorbancia obtidos para as matrizes do estudo

Considerando-se a média dos valores de absorbancia para cada grupo do

estudo, pode-se afirmar que as matrizes do grupo | apresentaram uma média de
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valores de ABS corresponde a 112% do valores apresentados nas matrizes do
grupo 0. Ja as amostras do grupo Il, apresentaram valores médios de ABS
correspondentes a 106% dos valores do grupo 0, enquanto os grupos Ill e IV
manifestaram valores correspondentes a 110% e 107%, respectivamente, em
relacéo aos valores do grupo 0. Considerando a mesma relagao entre os grupos
I, I, 11l e IV, o grupo Il apresentou valores correspondentes a 95% daqueles
obtidos para o grupo |, enquanto os valores do grupo Il e IV foram
correspondentes a 98% e 96%, respectivamente, dos valores de ABS obtidos no
grupo |. Ademais, os valores médios de ABS apresentados no grupo Il
corresponderam a 103% dos numeros do grupo IlI, enquanto ndo houve
diferenga percentual entre os grupos Il e IV. Por ultimo, os valores manifestados
no grupo |V corresponderam a 97% dos numeros apresentados no grupo lll para
as médias de ABS mensuradas em espectrofotdmetro.

No entanto, conforme ja mencionado, quando tais valores foram
considerados para efetuar testes estatisticos, os mesmos provaram nao haver
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos O, I, II, Ill e IV. Ainda,
quando se considera apenas os valores de ABS dentro de cada subgrupo
especifico (A e F separadamente), os testes estatisticos reportam nenhuma
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos I, Il, lll e IV.

Quando considerado apenas as matrizes que foram armazenadas em
temperatura ambiente (subgrupo A), os testes estatisticos demonstram nao
haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos do estudo. A tabela
3 exibe os valores médios de ABS para cada grupo do estudo, incluindo o grupo
0. Baseado nestes dados, o teste estatistico ANOVA revelou valor de p=0,787.
Dentro do intervalo de confianga estabelecido para este estudo (p<0.05), este
teste revelou nao haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos
do estudo. Ademais, quando realizadas comparag¢des multiplas entre grupos do
estudo entre si utilizando teste Post Hoc de Bonferroni, que visa estabelecer
uma inter-relagcao de todos os grupos do estudo entre si, tal teste revelou valores
de p=1,000 para todas as inter-relagbes, também confirmando que ndo ha

diferenca estatistica entre os grupos do estudo quando apenas as matrizes do
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Grupo Dia Média N Desvio Padrio Varidncia
Grupo 0 ,0407 27 ,01433 ,000
Grupo [ ,0425 27 ,01592 ,000
Grupo II ,0415 27 ,01309 ,000
Grupo III ,0453 27 ,01420 ,000
Grupo IV ,0433 27 ,01304 ,000
Total ,0427 135 ,01403 ,000
Tabela 3: valores das médias de ABS e desvio-padrao para as matrizes do subgrupo A dos
grupos O, I, I, lll e IV.
Diferenca média Erro Intervalo de Confianca 95%
(Grupo Dia  Grupo Dia (I-)) Padrio Sig. | Limite inferior | Limite superior
Grupo 0 1 -,00181 ,00385 1,000 -,0128 ,0092
11 -,00082 ,00385 1,000 -,0118 ,0102
111 -,00463 ,00385 1,000 -,0156 ,0064
1\ -,00261 ,00385 1,000 -,0136 ,0084
Grupo I 0 ,00181 ,00385 1,000 -,0092 ,0128
11 ,00100 ,00385 1,000 -,0100 ,0120
111 -,00282 ,00385 1,000 -,0138 ,0082
1\ -,00080 ,00385 1,000 -,0118 ,0102
Grupo 11 0 ,00082 ,00385 1,000 -,0102 L0118
1 -,00100 ,00385 1,000 -,0120 ,0100
111 -,00381 ,00385 1,000 -,0148 ,0072
vV -,00179 ,00385 1,000 -,0128 ,0092
Grupo III 0 ,00463 ,00385 1,000 -,0064 L0156
1 ,00282 ,00385 1,000 -,0082 ,0138
11 ,00381 ,00385 1,000 -,0072 ,0148
1\ ,00202 ,00385 1,000 -,0090 ,0130
Grupo IV 0 ,00261 ,00385 1,000 -,0084 ,0136
1 ,00080 ,00385 1,000 -,0102 L0118
11 ,00179 ,00385 1,000 -,0092 ,0128
111 -,00202 ,00385 1,000 -,0130 ,0090

Tabela 4: informacgdes de relevancia estatistica para as matrizes do subgrupo A dos grupos 0, I,
I, lll e IV. Teste Post Hoc de Bonferroni.
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Ja para o subgrupo F, a tabela 5 revela os valores médios de ABS para

cada grupo. Baseado nestes dados, o teste ANOVA revelou um valor de

p=0,539, o que confirma nao haver diferencas estatisticamente entre os grupos

do estudo. Ainda, o teste Post Hoc de Bonferroni confirmou o mesmo resultado

de insignificancia estatistica entre os grupos I, Il, lll e IV para as matrizes do

subgrupo F (tabela 6).

Grupo Dia Média N Desvio Padrio Variancia
Grupo I ,0490 24 ,01638 ,000
Grupo II ,0453 24 01215 ,000
Grupo III ,0444 24 ,01530 ,000
Grupo IV ,0442 24 ,00972 ,000
Total 0457 96 01359 ,000
Tabela 5: valores das médias de ABS e desvio-padréo para as matrizes do subgrupo F dos
grupos I, 11, Il e IV.
Diferenca média Erro Intervalo de Confianga 95%
Grupo Dia Grupo Dia (1-)) Padrio Sig. Limite inferior | Limite superior
Grupo [ 11 ,00368 ,00371 1,000 -,0063 ,0137
111 ,00463 ,00371 1,000 -,0054 ,0146
v ,00479 ,00371 1,000 -,0052 ,0148
Grupo II 1 -,00368 ,00371 1,000 -,0137 ,0063
111 ,00095 ,00371 1,000 -,0090 ,0109
v 00111 ,00371 1,000 -,0089 L0111
Grupo III 1 -,00463 ,00371 1,000 -,0146 ,0054
11 -,00095 ,00371 1,000 -,0109 ,0090
v ,00016 ,00371 1,000 -,0098 ,0101
Grupo IV 1 -,00479 ,00371 1,000 -,0148 ,0052
11 -,00111 ,00371 1,000 -,0111 ,0089
111 -,00016 ,00371 1,000 -,0101 ,0098

Tabela 6: informacgdes de relevancia estatistica para as matrizes do subgrupo F dos grupos |, I,
lll e IV. Teste Post Hoc de Bonferroni.
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5.2.2 Influéncia da temperatura de armazenamento incorporado na
estabilidade do rhGH incorporado nas matrizes de PLGA

Em geral, sem haver diferenciagdo entre os grupos, os valores de
absorbancia foram seguidamente mais altos para aquelas matrizes
armazenadas em ambiente refrigerado a 2°C a 8°C, como mostra o grafico 4.
Consequentemente, uma maior concentracdo média de rhGH foi liberada das
matrizes armazenadas em ambiente refrigerado (subgrupo F) quando
comparadas com as matrizes armazenadas em temperatura ambiente (subgrupo
A), como mostra o grafico 5, que considerou a média de concentracao de rhGH
liberado das matrizes quando os subgrupos A e F foram mensurados, sem
distingdo entre os grupos |, II, Ill e IV. Ademais, as matrizes armazenadas em
temperaturas diferentes seguiram padrdes similares de liberagdo de rhGH,
demonstrando picos inconstantes de maior € menor liberagdo de rhGH em
diferentes dias de avaliagcdo e manifestando maior pico de absorbancia e
consequentemente maior liberagdo de rhGH ao 7° dia de degradacio, além de
leituras de espectrofotometria UV-visivel compativel com liberacdo de rhGH até

o 14° dia de liberagéo apenas.

Grafico 4: comparacgao entre valores médios de ABS em diferentes dias de avaliagao,
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Grafico 5: comparacgao entre valores médios de concentragao de rhGH liberado das matrizes em
diferentes dias de avaliagao do estudo para os subgrupos A e subgrupos F.

Grafico 6: comparacgao entre valores médios de concentragao de rhGH liberado das matrizes em
diferentes dias de avaliagao do estudo para os subgrupos A e subgrupos F.

Nota-se ainda que, apesar de haver absor¢do de luz para ambos os

grupos no 21° dia de degradagdo das matrizes, ndo houve uma liberagéo
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significativa de rhGH. As concentragbes de rhGH liberados do 14°ao 21° dia de
avaliagao foram praticamente nulas. Isso se deve ao fato de haver pico de
absorbancia similar ou até maior nas matrizes que nao continham rhGH
(formulacado controle), gerando valores de absorbancia infimos ou negativos
quando a média dos valores de ABS para matrizes sem rhGH foram subtraidos
da média dos valores de ABS para matrizes com rhGH apés o 14° dia de
degradacao. O grafico 6 (linear) auxilia na interpretacdo de todos os dados
supracitados.

Ainda, quando se realiza analise comparativa dos subgrupos A e F entre
os diferentes grupos do estudo (I, II, lll e IV), nota-se que, em todos o grupos
experimentais, as concentracdes de rhGH liberadas durante a degradagao das
matrizes foram maiores para aquelas amostras armazenadas em ambiente

refrigerado, conforme mostra o grafico 7.

Grafico 7: niveis médios de concentragdo de rhGH liberado das matrizes de PLGA em cada
grupo do estudo, comparando os subgrupos Ae F.

No entanto, no intuito de tornar os resultados do estudo mais fiéis, com
menores chances de viés e ainda facilitar a compreensao, os testes estatisticos
que objetivavam comparar a temperatura de armazenamento das matrizes e sua

possivel influéncia na estabilidade do rhGH incorporado em matrizes
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confeccionadas em PLGA foram realizados dentro de cada grupo do estudo,
excluindo apenas o grupo 0, pois neste ndo haviam matrizes pertencentes ao
subgrupo F.

Assim, aplicou o teste t de Student para igualdade de médias dentro do

mesmo grupo e obteu-se o0s seguintes valores:

Média ABS Erro padrao Média ABS Erro padrao

subgrupo A da média subgrupo F da média Valor p
Grupo | 0.0425 +0.01592 0.00306 0.0490 + 0.01638 0.00315 0.145
Grupo Il | 0.0415 +0.01309 0.00252 0.0453 +0.01215 0.00234 0.271
Grupo Il | 0.0453 +0.01420 0.00273 0.0444 +0.01530 0.00294 0.815
Grupo IV | 0.0433 £ 0.01304 0.00251 0.0442 +0.00972 0.00187 0.770

Tabela 7:: valores médios de absorbancia (ABS) para cada subgrupo dos grupos do estudo e
valores de p para comparagdes entre os subgrupos

Tais valores de p, calculados para cada subgrupo do estudo
separadamente, confirmam nao haver diferenga estatisticamente significativa
entre os subgrupos A e F.

Ainda, baseado nos valores das médias de ABS para cada grupo e
subgrupo, pode-se calcular a diferenga percentual entre tais valores. No grupo |,
as matrizes do subgrupo A demonstraram valores de ABS correspondentes a
86,7% dos valores do subgrupo F. No grupo Il, esta proporgédo subgrupo
A:subgrupo F foi de 91,6%. Ja no grupo lll, os valores médios de ABS do
subgrupo A superaram os valores do subgrupo F, o que correspondeu a uma
relacdo A:F de 102%; enquanto no grupo IV as matrizes armazenadas em
ambiente refrigerado voltaram a demonstrar picos de ABS maiores em relagao
as matrizes armazenadas em temperatura ambiente, manifestando uma relagao
A:F de 97,9%

Ainda, dentro de cada subgrupo do estudo, ou seja, diferenciando as
temperaturas de armazenamento das matrizes previamente a sua degradagao,
pbdde-se comparar as médias dos valores de ABS em cada dia de avaliagdo da
degradacao das matrizes. Os graficos 8 e 9 demonstram o padrao de absorgao
de luz (absorbancia — ABS) nos subgrupos A e F para os diferentes dias de

avaliacao de degradagao das matrizes.



65

Grafico 8: padrdao de absorgédo de luz (absorbancia) nos diferentes dias de degradagao das
matrizes armazenadas em temperatura ambiente.

Grafico 9: padrao de absorgao de luz (absorbancia) nos diferentes dias de degradagao das
matrizes armazenadas em temperatura refrigerada.

5.2.3 Avaliacao de phmetria das solugodes utilizadas para degradacao
das matrizes

Todos os valores mensurados de pH foram inferiores aos valores da
solugcédo tampao (pH 7.4), indicando haver na solugdo avaliada uma quantidade

de PLGA degradado e rhGh liberado, o que faz com que diminua o pH da
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solucao, ou seja, acidifica 0 meio.

A avaliacao estatistica dos valores de pH se deu pelo calculo da média
dos valores de pH de todas as matrizes contidas no subgrupo A e de todas as
matrizes contidas no subgrupo B, comparando-se tais valores pelo teste t de
Student, com intervalo de confianga de 95% (p<0,05). A tabela 8 expressa os
valores das médias dos valores de pH para cada subgrupo. Apesar de haver
diferenga numérica indicando valores de pH maiores para as matrizes do
subgrupo A, o teste t de Student para amostras independentes revelou um valor
de p = 0.06, o que indica ndao haver diferengas estatisticamente significantes
entre os valores médios de pH para os subgrupos do estudo. O grafico 10

evidencia a similaridade de valores indicada na tabela 9.

Erro padrao da
Temperatura Média Desvio Padrao media
pH FRIO 6,2556 ,28859 ,02777
AMBIENTE 6,3562 ,27031 ,02326

Tabela 8: valores da médias de pH para as avaliagdes do subgrupo A e subgrupo F

Grafico 10:comparacgao entre os valores médios de pH para os subgrupos do estudo.
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Ainda, um grafico comparativo (grafico 11) entre os valores médios de pH para
os dois subgrupos do estudo para cada dia de avaliagdo da degradagao das
matrizes também evidencia uma similaridade entre os valores, ndo indicando

diferencga estatisticamente significante entre os subgrupos A e F.

Grafico 11: comparagao entre os valores de pH dos subgrupos do estudo para cada dia de
avaliacdo da degradagao das matrizes

Ja quando se compara os grupos do estudo, os resultados s&o diversos.
Para as matrizes armazenadas em temperatura ambiente, apesar de haver

diferengas numéricas brandas para os valores de pH das matrizes dos grupos 0
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em comparagao com as matrizes dos grupos |, I, 1l e IV, algumas diferencas
entre grupos foram estatisticamente significativas. A tabela 9 revela os valores
meédios de pH para os grupos avaliados. Evidencia-se uma diminui¢&o inicial dos
valores pH para os grupos | e Il em relagéo ao grupo O e posteriormente um leve
aumento dos valores de pH, coincidentes com o aumento do tempo de
armazenamento das matrizes. No entanto, apesar desta variancia, os valores se
mantiveram inferiores ao pH fisiolégico durante toda as mensuragdes. Na
comparagao inter-grupos, algumas diferencas estatisticamente significantes
foram encontradas, como mostra a tabela 10, com as diferencas
estatisticamente significativas grifadas em vermelho. Nas comparagdes com o
grupo 0, apenas o grupo IV acusou diferenca estatisticamente significativa. Os
valores médios de pH das matrizes do grupo | foram diferentes, com
significancia estatistica, dos valores dos grupos Ill e IV, enquanto o grupo Il foi
diferente apenas do grupo IV. Consequentemente, os valores dos grupos Il
foram estatisticamente diferentes apenas dos valores do grupo |, enquanto o

grupo |V foi diferente com relevancia estatistica dos grupos 0, | e .

Grupo Dia Média Desvio Padrio
Grupo 0 6,3515 25205
Grupo I 6,1941 27528
Grupo II 6,2652 28241
Grupo I 6,3904 20620

Grupo IV 6,5800 16079
Total 6,3562 27031

Tabela 9: valores médios de pH para os grupos do estudo (subgrupos A)
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Intervalo de Confianca
95%
Diferenca Erro Limite Limite
Grupo Grupo meédia Padrdo | Sig. inferior superior

Grupo 0 I , 15741 ,06526 | ,173 -,0289 ,3438
Il ,08630 ,06526 | 1,000 | -,1001 ,2726

1] -,03889 ,06526 | 1,000 | -,2252 , 1475

IV -,22852 ,06526 | ,006 -,4149 -,0422

Grupo | 0 -,15741 ,06526 | ,173 -,3438 ,0289
Il -,07111 ,06526 | 1,000 | -,2575 , 1152

]l -,19630° ,06526 | ,032 -,3826 -,0099

IV -,38593 ,06526 | ,000 -,5723 -,1996

Grupo I 0 -,08630 ,06526 | 1,000 | -,2726 ,1001
I ,07111 ,06526 | 1,000 | -,1152 ,2575

1] -,12519 ,06526 | ,573 -,3115 ,0612

IV -,31481 ,06526 | ,000 -,5012 -,1285

Grupo llI 0 ,03889 ,06526 | 1,000 | -,1475 ,2252
| ,19630° ,06526 | ,032 ,0099 ,3826

Il ,12519 ,06526 | ,573 -,0612 3115

\Y -,18963 ,06526 [ ,063 -,3760 -,0033

Grupo IV 0 ,22852" ,06526 | ,006 ,0422 4149
| ,38593 ,06526 | ,000 ,1996 5723

| ,31481 ,06526 | ,000 ,1285 ,5012

11 ,18963 ,06526 [ ,063 ,0033 ,3760

Tabela 10: comparacéo inter-grupos dos valores de pH para as matrizes dos subgrupos A

Para as matrizes armazenadas em ambiente refrigerado, os resultados se
assemelham. Ha uma leve acidificacdo da solugao para os grupos |, Il e lll em
relacdo ao grupo em que as matrizes nao foram armazenadas previamente a
sua degradacao. Ademais, a caracteristica de aumento gradual do pH de acordo
com o0 aumento do tempo de armazenamento também se repete neste subgrupo
(tabela 11). Ainda, as diferengas estatisticamente significantes nas comparacgdes
inter-grupos sao bem semelhantes. O grupo | difere de forma estatisticamente

significativa dos grupos Ill e IV. Ja o grupo Il, difere apenas do grupo IV.
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Consequentemente, considerando p<0,05 para revelar diferengas estatisticas, o
grupo Il difere apenas do grupo |, enquanto o grupo IV difere de forma
estatisticamente significante dos grupos | e Il. Tais resultados sao evidencias na

tabela 12.

Grupo Dia Média Desvio Padrao

Grupo 1 6,0663 31483

I
Grupo 6,1811 29860

111
Grupo 63015 19882

1\
Grupo 6,4733 14334

Total

6,2556 28859

Tabela 11: valores médios de pH para os grupos do estudo (subgrupos F)

Intervalo de
Confianga 95%
Diferenca Erro Limite Limite
Grupo Grupo média Padrdo | Sig. inferior | superior

Grupo | Il -,11481 ,06782 | ,561 -,2972 ,0676
]| -,23519° ,06782 | ,005 -, 4176 -,0528

v -,40704* ,06782 [ ,000 -,5894 -,2246

Grupo I I , 11481 ,06782 | ,561 -,0676 ,2972
I -,12037 ,06782 | ,473 -,3028 ,0620

\% -,29222° ,06782 [ ,000 -, 4746 -,1098

Grupo llI I 23519 ,06782 | ,005 ,0528 4176
Il , 12037 ,06782 | ,473 -,0620 ,3028

Y -,17185 ,06782 | ,077 -,3543 ,0106

Grupo IV I ,40704 ,06782 | ,000 ,2246 ,5894
| ,29222° ,06782 | ,000 ,1098 4746

1] ,17185 ,06782 | ,077 -,0106 ,3543

Tabela 12: comparacéo inter-grupos dos valores de pH para as matrizes dos subgrupos F
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Por fim, quando os resultados sdao comparados entre os grupos |, Il lll e
IV dos subgrupos A e F, nota-se de forma constante um valor de pH inferior para

o subgrupo F.
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6. DISCUSSAO
Durante o desenvolvimento de um novo biomaterial, além de sua

viabiliade, previsibilidade e biocompatibilidade de utilizagcdo in vivo,
caracteristicas relacionadas a comercializagao deste produto devem também ser
avaliadas. O armazenamento de um produto, desde a sua fabricacédo até a sua
efetiva utilizacdo, deve ser um parametro muito bem estudado para que as
caracteristicas do produto ndo se alterem durante tal periodo. Este trabalho
objetivou avaliar se ocorre alteragées na estabilidade da incorporacéo de rhGH
nas matrizes de PLGA apds determinados periodos de tempo e condi¢des
diferentes de temperatura de armazenamento. Assim, esse estudo é de extrema
importancia para se determinar fatores que influenciardo na comercializagéao
deste produto previamente a sua utilizagao clinica.

A escolha de um polimero absorvivel com caracteristicas de degradagao
ideais e possibilidade de funcionar como meio carreador de substancias
farmacolégicas é imperativo para a funcionalidade do biomaterial em questao.
Assim, a escolha do PLGA comercial (Purasorb®- PURAC) em proporcao
PLA/PGA de 50:50 foi baseada nestas caracteristicas citadas, por se tratar de
um material capaz de encapsular e liberar agentes farmacéuticos como
proteinas (caso do rhGH) e se caracterizar como um polimero hidrofilico de
baixo peso molecular, que suporta uma liberagcao de substancias farmacéuticas
por até um més>+2°7°,

Ainda, em se tratando de escolha do carreador e taxa de liberagdo de
substancia, a propor¢cao PLA/PGA 50:50 é a proporgdao em que a liberacao de
substancias ocorre de forma mais acelerada, quando comparado com PLGA
com menores propor¢coes de PGA. Sabe-se que quanto maior for a quantidade
do mero proveniente do acido glicdlico (PGA), maior sera a suscetibilidade a
reacao de hidrélise, uma vez que estes meros possuem um impedimento menor
ao ataque das moléculas de agua®. A figura 1 demonstra tais dados. Para que
haja repercussao clinica de aceleracao da formagao 6ssea com o uso do
biomaterial a ser desenvolvido ao final de toda a pesquisa em que este estudo

faz parte, a agdo do rhGH incorporado nas matrizes de PLGA deve ser precoce,
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agindo desde o inicio da formacédo do coagulo até o estagio de formacao de
tecido ostedide, que posteriormente se transformara em osso lamelar bem
organizado e maturado. Assim, dentre outras caracteristicas do polimero, a
escolha de uma proporgdao PLA/PGA que permite esta liberagdo precoce da
substancia incorporada € mandatoria. Neste estudo, a liberagdo da substancia
incorporada (rhGH) se deu de imediato, alcangando bons niveis de liberagao de
rhGH logo ao primeiro dia de degradacgao, o que favorece a agao precoce do
rhGH nos estagios iniciais de formacdo 6ssea. No entanto, houve liberacéo
significativa de horménio até o 14° dia de degradacgdo. Esta interrupgdo precoce
na liberagao de rhGH néo é ideal quando se deseja uma agdo mais prolongada
do rhGH nos estagios da formacgao de 0sso; no entanto deve-se considerar que
a concentragao de substancia liberada das matrizes de PLGA depende, além de
outros fatores, do volume de substancia incorporado as particulas de PLGA.
No entanto, como ja citado, o efeito da quantidade do agente na liberacdo de
substancias é atenuado quando a quantidade de droga chega a um nivel
critico®*. Assim, para cada tipo de substancia incorporada, estudos devem ser
realizados a fim de determinar um quantidade ideal de substancia incorporada,
para que haja liberagdo durante um periodo de tempo desejavel ao que se
propde. No presente estudo, a quantidade de rhGH incorporada em cada matriz
foi em média 0.044mg. Tal escolha se baseou no nivel circulante de rhGH nos
adultos (homens < 5ng/mL; mulheres < 10ng/mL), a fim de ndo aumentar de
forma excessiva o nivel de rhGH ja presente no corpo humano e nao promover
concentragodes toxicas de rhGH.

Além de todos estes fatores que afetam a degradacdo e, a agao
enzimatica sobre o mecanismo de degradagao também deve ser considerado.
Enquanto alguns autores relatam que o PLGA degrada exclusivamente por
hidrdlise, outros sugerem que a degradagdo enzimatica também participa do
processo®>3. Por se tratar de um trabalho in vitro, a possivel degradacdo
enzimatica nao foi considerada.

De acordo com os resultados do estudo, em nenhum grupo e/ou subgrupo

houve altos surtos de liberagao de rhGH. Tais surtos de liberagdo podem levar a
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perda precoce da agao da substancia (por liberagdo de grande concentragao da
substancia em um curto periodo de tempo), além de promover concentracoes
toxicas da substancia.

Clealand e cols. reportaram que o rhGH ¢é liberado de matrizes
(microesferas) de PLGA em sua forma nativa, sendo biologicamente ativo
durante todo o periodo de incubagao (30 dias) em condic¢des fisioldgicas (pH 7.4
e temperatura 37°C)°®. Corroborando com tais achados, Clealand e Jones®
compararam a estabilidade do rhGH puro em solugdo com a estabilidade desta
proteina encapsulada em matrizes de PLGA e revelaram que as taxas de
oxidacdo e desaminagdao do rhGH incorporado em particulas de PLGA foram
equivalentes aquelas ocorridas no rhGH puro quando colocados em solugao
tampédo (pH 7.4) a 37°C. Assim, os autores concluiram que o rhGH é
incorporado ao PLGA de forma bem sucedida e que a liberacdo e degradacéao
quimica do rhGH néao foram afetadas pela presenga do PLGA, indicando que o
ambiente interno das matrizes é fisioldgico (similar a solugdo tampao) para a
incorporagao do rhGH e que a formulacdo PLGA + rhGH ¢é estavel. Em outro
estudo, Johnson e cols.®” demonstraram in vivo que o rhGH encapsulado em
microesferas de PLGA mostraram caracteristicas de estabilidade e bioatividade
similares a proteinas (rhGH) previamente ao encapsulamento, e que a
administragao subcutanea destas microesferas induziram niveis aumentados de
rhGH por até 30 dias, mas que administracbes mensais sequenciais nao
demonstraram acumulo da dose. Em contrapartida, o estudo de Santovefia e
cols.®*, reportou uma reducdo significativa da concentragdo de rhGH apds 48
horas de degradagao em solugao tampao PBS. Por este motivo, o estudo destes
autores preconiza a troca do meio (solugdo tampao) a cada 24 horas, a fim de
determinar com maior precisao a quantidade de rhGH liberada das matrizes de
PLGA durante o periodo de avaliacdo. Este estudo seguiu esta mesma
metodologia, e 0 meio de degradacéao (solugcdo tampao PBS) foi periodicamente
removida e substituida por igual volume de solugdo nova a cada avaliagao.
Apesar de os estudos supracitados demonstrarem estabilidade da formulacao e

reportarem liberagao de rhGH por um periodo de 30 dias, o presente trabalho
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demonstrou uma liberacdo de rhGH por menor periodo. No entanto, como ja
citado, o volume de rhGH incorporado exerce enorme influéncia no periodo de
liberacdo e estabilidade do rhGH, assim como a taxa de degradacao das
matrizes. No proprio estudo de Santovena, o autor reporta que a formulagéo
utilizada para incorporacdo de rhGH em particulas de PLGA que foi similar a
formulacédo deste trabalho expressou uma liberagdo de rhGH da superficie da
matriz por 7 dias devido a uma combinagdo de erosao da matriz e difusdo do
rhGH, diminuindo a taxa de liberagdo apds este periodo. Tais achados séo
manifestados no presente trabalho, com uma concentragcdo de rhGH liberado
mais expressiva durante os 7 dias iniciais, apesar da oscilagdo dos valores em
dias consecutivos. Ademais, a estabilidade limitada do rhGH a 48 horas no meio
fisiolégico, como reportado no trabalho de Santovefa e cols., pode explicar o
pico de liberagcdo de rhGH mensurado ao 7° dia de degradacgéo, ja que houve
degradagdo acumulada do 4° ao 7° dia de degradagdo. Mesmo que a
estabilidade seja de 48 horas, ha um acumulo de 2 dias neste periodo,
explicando os valores aumentados. Ja ao 14° dia, mesmo considerando possivel
acumulo de 48 horas na liberagdo de rhGH do 9° ao 14° dia de degradacao, néo
houve um pico acentuado de liberagdo. Tal achado é explicado pelo volume
limitado disponivel de rhGh ainda incorporado a matriz, ja que a maior parte do
rhGH incorporado foi liberado até o 7° dia de degradacéo.

Apesar de haver pequenas diferencas entre valores de absorbancia e
consequentemente valores de concentracdo de rhGH liberado das matrizes,
sendo maiores para os grupos | e Il, ndo houve diferengas estatisticas entre as
matrizes degradas imediatamente apds sua confecgao (grupo 0) e as matrizes
armazenadas por 7, 14, 21 e 28 dias previamente a sua degradagao. Como ja
citado, nado ha interferéncia do PLGA nas particulas de rhGH, e autores reportam
que o ambiente interno das matrizes sao fisioldgicos e as formulagdes sao
estaveis. Os resultados deste estudo corroboram com tais achados, ja que, pelo
menos até o 28° dia de armazenamento, as formulagdes se mostraram estaveis
e revelaram liberacdo de rhGH de forma similar as matrizes degradas

imediatamente ou armazenadas por um menor periodo. Ainda, a estabilidade do
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rhGH fornecida pela incorporagdo de acetato de zinco a mistura exerce
influéncia expressiva nestes resultados. O acetato de zinco e a albumina sao
substancias que tém sido utilizadas com a finalidade de manter a bioatividade
das proteinas®. Nos estudos de Johnson e cols.®” os autores justificaram o uso
do acetato de zinco através de analises histoquimicas da glandula pituitaria, na
qual foi demonstrada a presenca ions zinco nos granulos de GH, levando a crer,
entdo, que o GH é armazenado na glandula pituitaria com complexos de zinco.
No presente estudo, optou-se por utilizar o acetato de zinco. A adigdo deste
composto, entdo, estabiliza todo o rhGH incorporado, fazendo com que o padrao
de degradacao das matrizes e consequente liberagcao de rhGH seja similar para
todos os grupos do estudo. Mesmo quando se compara o0 tempo de
armazenamento considerando apenas as matrizes armazenadas sob a mesma
temperatura, ndo houveram diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos do estudo, validando entdo a conclusao de que as formulagcbes de PLGA
com rhGH incorporado sao estaveis e que podem ser armazenadas previamente
a sua degradacdo. Tais achados sao de grande valia, ja que um intervalo de
tempo entre a confecgdo do material e 0 seu uso clinico é essencial para a
viabilidade comercial do produto em questao.

Quanto a temperatura de armazenamento das matrizes, a concentragéo
de rhGH, mensurada pelo pico de absorbancia do espectro de luz que atravessa
a solugao retirada do tubo de ensaio onde a matriz degrada, foi similar para
ambos os subgrupos do estudo. Apesar de, em geral, haver resultados desiguais
com concentragcbes mais altas para as matrizes armazenadas em ambiente
refrigerado, tais diferengas nao foram estatisticamente significantes. Tais
achados se repetem quando os subgrupos A e F sdao comparados de forma
individual em cada grupo do estudo. Em todas as comparagdes intra-grupo,
valores mais altos de absorbancia foram mensurados nas matrizes do subgrupo
F; no entanto, todas estas diferencas também nao foram estatisticamente
significantes. O fato de o horménio de crescimento recombinante humano
(rhGH) ser produzido de forma liofilizada, em que tal proteina sofre mudangas de

temperatura para resfriamento e aquecimento, pode explicar essa estabilidade



77

similar em temperaturas resfriadas (2°C a 8°C) e ambiente (aproximadamente
25°C). Assim, estabelece-se uma relagdo de alta estabilidade da formulagdes de
rhGH encapsulados em particulas de PLGA, em que a liberagcdo do agente
farmacolégico encapsulado independe da temperatura de armazenamento. Se
por um lado temperaturas elevadas sao contraindicadas nos locais de
armazenamento de biomateriais e medicamentos, por outro, temperaturas
reduzidas também podem trazer danos em algumas situagdes. A refrigeracao
pode, por exemplo, aumentar excessivamente a viscosidade de preparagdes
liquidas e causar supersaturagcdo. Ja o congelamento pode prejudicar a
estabilidade de emulsées e, em alguns casos, levar a formacao de polimorfos
menos soltveis de alguns farmacos’®7®,

Quanto aos resultados de pH, outros estudos mostram que
degradacao/hidrolise in vitro do PLGA mostrou que meio alcalinos e altamente
acidos aceleram a degradacao. No entanto, a diferenca entre meios neutros e
levemente acidos € menos pronunciada, devido a autocatalizagdo do polimero
pelos grupos de terminagdes carboxilicas®'®*. O presente estudo mostrou que a
degradacdo das matrizes com consequente liberagcdo de rhGH nao gerou
ambientes altamente acidos ou basicos. Tal resultado é favoravel aos propésitos
da agdo do rhGH na regeneracdo Ossea, ja que ambientes acidos causam
desnaturacao de proteinas e perda significativa do efeito desejado. No entanto,
ambientes mais neutros desaceleram a degradagao das matrizes de PLGA, o
que pode causar uma liberagao mais lenta do rhGH e consequentemente atrasar
sua agao nos estagios iniciais do reparo 6sseo. Nas outras comparacgdes, o fato
de ter havido uma leve acidificacdo do meio durante a avaliagdo das matrizes
que foram armazenadas por 1 e 2 semanas (grupos | e Il), e valores menos
acidos para o grupos lll e IV explica a diferenga estatisticamente significante
entre grupos com intervalo de 14 dias de armazenamento. No entanto, a baixa
variancia nos valores de pH ocorridas neste estudo nao parece afetar o padrao
de degradacao das matrizes e consequentemente a liberagao de rhGH de tais
matrizes, ja que os resultados para estas analises de liberagao de rhGH foram

similares e nao estatisticamente diferentes para todos os grupos e subgrupos do
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7. CONCLUSAO

Baseados nos resultados do estudo, a avaliagdo da degradacao de

matrizes de PLGA incorporadas com particulas de rhGH armazenadas por

variados periodos de tempo e em temperaturas diferentes, permite constatar

que:

. as formulagdes sao estaveis, ndo havendo diferenca estatisticamente

significantes para a liberacdo de rhGH das matrizes entre matrizes
degradadas imediatamente apds sua confeccdo e matrizes

armazenadas por 7, 14, 21 e 28 dias;

. a temperatura de armazenamento (ambiente refrigerado versus

temperatura ambiente) nao influencia na estabilidade da formulagao,
havendo liberagdo de rhGH das matrizes de forma similar nos dois

subgrupos do estudo;

. 0 pH da solugédo tampao sobrenadante, utilizada para degradacao das

matrizes, apresentou pouca variacdo, mantendo-se em valores
proximos ao neutro e sem diferenca estatisticas matrizes

armazenadas em temperaturas diferentes;

. Apesar da pouca variagdo numérica, houve diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos do estudo cujo o
intervalo de armazenamento entre tais grupos foi de 14 dias ou mais,
tanto para as matrizes armazenadas em temperatura ambiente quanto
para aquelas armazenadas em ambiente refrigerado, quando

comparados de forma isolada para cada meio de armazenamento.

Tais informagbes devem ser combinadas com resultados obtidos de

outros estudos que visam avaliar outros fatores importantes para a viabilidade

clinica de tal formulacdo e outros fatores também relacionados a sua

comercializagao, para que entao este material possa ser fabricado, armazenado,

transportado e finalmente utilizado de forma segura e eficaz.
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