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ENSAIOS DE LIBERACAO IN VITRO DE PROGESTERONA
A PARTIR DE MATRIZES DE COLAGENO ANIONICO

Valcinir Aloisio Scalla Vulcani!, Ana Maria de Guzzi Plepis?

RESUMO

Foram obtidas matrizes de colageno aniéni-
co para serem submetidas a ensaios de liberacéo
in vitro de progesterona em tampéao fosfato (PBS),
a fim de se avaliar sua potencialidade de aplicagéo
em medicina veterinaria, especificamente na sin-
cronizagao do ciclo estral de fémeas economica-
mente exploraveis. As matrizes foram caracte-
rizadas por espectroscopia na regido do infraver-
melho; estabilidade térmica; capacidade de hidra-
tagéo por tampao PBS; microscopia eletronica de
varredura e estabilidade biolégica. Observou-se que
a presenga de progesterona nas matrizes de
colageno nao alterou a capacidade de hidratacéo
por tampao, aumentou a resisténcia frente a de-
gradacgao enzimatica e diminuiu a temperatura de
degradacgao do colageno. Os ensaios de liberagéo
mostraram que a incorporagéo a 5% (m/m) liberam
mais rapidamente que a incorporagao a 10%,
sugerindo a dispersdo do hormdnio nas matrizes
colagénicas, segundo uma cinética de liberacéo
de primeira ordem e perfil de difusdo anémala. Os
resultados obtidos apontaram que o colageno é um
biopolimero promissor para o desenvolvimento de
matrizes de liberagao de progesterona.

Palavras-chave: Colageno, progesterona, libera-
¢ao controlada, sincronizagéo,
ciclo estral.

INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo controlada de
farmacos sdo mecanismos nos quais o agente ativo
€ liberado da matriz de suporte, independentemente
de fatores externos e com uma cinética bem esta-
belecida (RHOTEN-WEINHOLD et al, 2000). Em

comparagdo com os métodos tradicionais de
administracdo de farmacos podem ser listadas
algumas vantagens como manutengdo de con-
centragdes constantes da substancia no organismo;
diminuicdo de efeitos colaterais sistémicos dose
dependentes; liberagéo e concentragao do agente
no sitio de agao; redugao das manipulagdes exces-
sivas dos pacientes; aumento da segurancga do
administrador do farmaco e garantia da nao in-
terrupcao de tratamentos (MEDLICOTT, et al, 2004;
SENEL; MCCLURE, 2004).

Esses fatores tém direcionado a industria
farmacéutica veterinaria a mobilizar esforgos para
o desenvolvimento de diversos sistemas de libe-
ragcao de antibiéticos, antiparasitarios, quimio-
terapicos, anestésicos, antiinflamatérios, vacinas,
promotores de crescimento, esterdides para sin-
cronizacao de ciclo estral, entre outros (WINZEN-
BURG et al, 2004). Dentre os hormonios esterdides,
a progesterona tem despertado grande interesse
para o desenvolvimento de sistemas de liberagao
controlada para sincronizagao do ciclo estral das
fémeas, pois ocorre nos organismos em altas
concentragdes e seus analogos nao sao téxicos
(RATHBONE et al, 2001).

No entanto, a aceitagao dos produtos dis-
poniveis comercialmente para a liberagao de pro-
gesterona é considerada baixa, em virtude, prin-
cipalmente, das matrizes que suportam o horménio
ndo serem degradaveis e exigirem que sejam
retiradas dos animais. Outros motivos relatados com
matrizes de poliuretano e silicone sao a baixa reten-
¢ao vaginal dos pessarios, infecgao uterina ascen-
dente e reagdes inflamatdrias locais (ROBINSON,
1965; BENITES, 1996; WINZENBURG et al., 2004).

A tendéncia para o aprimoramento das
matrizes contendo progesterona é a utilizagao de
materiais que sejam biodegradaveis, biocompa-
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tiveis, reprodutiveis e viaveis economicamente.
Rathbone et al. (2002) propuseram a elaboragao
de matrizes biodegradaveis de lactato e caprolac-
tona para a liberagéo controlada de progesterona
e estradiol e verificaram sua eficacia para libera-
¢bes em longo prazo. Senel; Mcclure (2004) utili-
zaram microesferas de quitosana e mostraram ser
um material promissor devido a baixa toxicidade e
a facilidade de controle da degradacéo e liberagao.

Outra alternativa viavel para a confeccao
de matrizes biodegradaveis é o colageno, um
biopolimero de alta resisténcia elastica, degradavel
a colagenase e abundantemente presente nos
organismos animais (BLUM; RUGGIERO, 2005).
Dentre outras técnicas é possivel obter matrizes
de colageno carregadas negativamente (matrizes
anibnicas), a partir de tecidos animais através da
hidrélise seletiva dos grupos amida das cadeias
laterais dos residuos de asparaginas e glutamina
da proteina (GOISSIS et al, 1994).

O objetivo deste trabalho foi obter, preparar
e caracterizar matrizes de colageno anidnico con-
tendo progesterona nas proporgées de 5% e 10%
(m/m) e estudar a cinética de liberacgao in vitro do
hormdnio, para avaliar seu potencial de aplicagao
em medicina veterinaria, principalmente para a
sincronizagao do ciclo estral de fémeas econo-
micamente exploraveis.

MATERIAL E METODOS

O colageno foi obtido a partir de serosa
intestinal porcina tratada com solugao aquosa de
dimetilsulféxido (DMSO) 6% em meio fortemente
alcalino (pH 13) por um periodo de 24 horas
(GOISSIS et al, 1994). Apds a remogao completa
do excesso de sais por lavagens sucessivas em
solugao fisioldgica, o colageno foi extraido em uma
solugao de acido acético pH 3,5 e sua concen-
tragao foi determinada por liofilizacaoz.

Para a confecgdo das matrizes, o gel de
colageno foi colocado em um molde quadrado de
poliestireno de 5¢cm de lado e 0,5cm de profun-
didade e submetido ao congelamento gradativo
(refrigerador por 10 horas e freezer por 14 horas)
e liofilizado. As matrizes de colageno contendo
progesterona foram preparadas pela mistura manual

Espectrofotdémetro Bomem ND-120 (FTIR) - 1QSC - USP
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Progesterona micronizada (99% de pureza) chinesa, importada por Viafarma Importadora Ltda, lote 030109

do colageno com a progesterona® nas proporgdes
5% (CP5) e 10% (CP10) sobre a quantidade de
colageno (m/m) e em seguida liofilizada.

As matrizes colagénicas foram caracteri-
zadas por: 1- espectroscopia® na regido do Infra-
vermelho (regido de 400 a 4000cm-', com resolugéo
de 4 cm™); 2- testes de estabilidade térmica® ; 3-
Hidratagdo por Tampao Fosfato (PBS); 4- Micros-
copia Eletrénica de Varredura®; 5- Estabilidade Bio-
I6gica — Utilizando-se colagenase de origem bacte-
riana’ (2 Ul de enzima para cada 1 mg de colageno),
cuja solugao foi preparada com tampéo tris-HCI
100mmol L', pH 7,4, contendo 25 mmol L' de
cloreto de calcio.

Utilizou-se para os estudos de liberacao
uma camara acrilica transparente contendo 200mL
de tampao fosfato salino, onde as amostras das
matrizes CP5 e CP10 foram inseridas em um
compartimento plastico com poros, mantido sub-
merso por pérolas de vidro e sob agitagdo cons-
tante. Posteriormente, aliquotas de 2mL foram reti-
radas em periodos de tempo pré-determinados e o
volume removido foi imediatamente reposto com
tampao. A determinacao da concentracao de pro-
gesterona liberada na solugao foi feita por espec-
troscopia no ultravioleta (UV), em 247 nm. A quan-
tidade de progesterona liberada foi determinada pela
curva de calibragdo de progesterona em tampéo
fosfato salino (PBS). Obteve-se a equagao da reta:
= 0,01693 + 0,04693X, R= 0,9983, para N= 7.
Determinou-se a cinética de liberagao através da
equacao 1 (RITGER; PEPPAS, 1987a):

M/M, = kt" equagao 1

sendo: M/M, = massa liberada no tempo t
K = constante de liberacao caracteristica
do sistema
T =tempo
n = expoente que caracteriza 0 mecanismo
cinético de liberacao por difusao

RESULTADOS
A concentragdo de colageno obtida por

liofilizagéo foi de 1,13 £ 0,05% (m/m).
AFigura 1 compara os espectros no infraver-

TA Instruments, acoplado aos médulos DSC-2010 e TGA-2050 — 1IQSC - USP
Microscopio eletronico de varredura marca ZEISS, modelo DSM 960 — 1QSC — USP
Colagenase de origem bacteriana— Sigma tipo V — 435 unidades mg-'
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melho do colageno, da progesterona e do colageno
contendo 10% de progesterona. No espectro do cola-
geno destacam-se os picos 1235cm™ e 1450cm™.
No espectro da progesterona observam-se os picos

Absorbancia
—

1200 cm™ e 1700cm™. No espectro do colageno
contendo 10% de progesterona notam-se os picos
caracteristicos do colageno, 1235cm™ e 1450cm"
€ a sobreposicdo de picos em torno de 1650cm".
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Figura 1. Espectro de absorgao no infravermelho para membrana de colageno(c), colageno contendo 10% de progesterona (c10) e
progesterona (p). As setas mostram as bandas 1235,0cm' e 1450,0 cm™'. Na curva relativa a amostra c10, observa-se em
destaque os valores entre as bandas 1630cm~' a 1670cm™".

A Figura 2 mostra as curvas da analise
térmica por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) obtidas para os materiais em estudo. Acurva
da progesterona exibe o pico de fusdo em 132°C e
o pico de decomposigcdo em torno de 330°C. Para
as curvas relativas as matrizes, observa-se um des-
locamento do pico relativo a perda de agua no
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material (85-110°C).

Nos ensaios de hidratagdo por tampao PBS
observou-se que, a partir de 15 minutos de expo-
sigdo nas amostras contendo ou ndo progesterona,
a porcentagem de hidratagao ja ultrapassava pou-
co mais de 80%, ndo havendo diferenca entre as
amostras até o final do experimento (72 h).
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Figura2. Curvas DSC para Colageno 24h (c), progesterona (p), colageno contendo 5% de progesterona (c5) e colageno contendo 10%
de progesterona (c10) em N, (vaz&o: 90mL min'), b = 10°C min-'. Detalhe para visualizag&o das curvas para as amostras c5

e c10.
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Microscopia Eletrénica de Varredura

Na microscopia eletronica de varredura
Figura 3a, correspondente ao aumento de 100 X
da matriz de colageno observou-se uma superficie
compacta, diferente da estrutura colagénica tipica
que se caracteriza pela presenga abundante de
fibras e poros. Com melhor resolugédo notou-se

(Figura 3b) detalhe das fibras colagénicas e dos
poros, raramente presentes no material. Na Figura
3c, correspondente a superficie da matriz de co-
lageno contendo 10% de progesterona em aumento
de 500 X, presenciou-se a auséncia de fibras e
pouca porosidade do colageno e cristais de
progesterona por toda a extensdo da fotomicro-
grafia.

Figura 3. Fotomicrografias da matriz de colageno em aumento de 100 vezes (a), 500 vezes (b) e matriz de colageno contendo 10% de
progesterona, aumento de 500 vezes (c). Cristais de progesterona indicados pelas setas.

Na verificagdo da estabilidade biologica
observou-se nas primeiras 6h de degradacgéo bio-
l6gica que as matrizes apresentaram perdas de

massa semelhante. A partir de 12h, as matrizes de
colageno comegaram a notar perda de massa cerca
de 50% maior que a perda das matrizes de colageno
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contendo progesterona. Apés 48 horas de
exposicao, observou-se a tendéncia ao equilibrio
e a diferenga entre as matrizes de colageno e as
matrizes de colageno contendo progesterona co-
mecgou a diminuir para cerca de 10% (m/m). Ao
final do ensaio (72h) notou-se que as matrizes de
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colageno tiveram perda de aproximadamente 80%
da sua massa, enquanto que as matrizes colagé-
nicas contendo progesterona tiveram perda de
aproximadamente 70% de massa, nao havendo di-
ferenga significativa na degradacdo das matrizes
contendo 5 e 10% de progesterona
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Figura4. Liberagdo cumulativa (%) in vitro de progesterona suportada em matrizes de colageno, nas proporgées de 5% (M) e 10% (°®).

Linearidade em 60% da liberagdo (—).

Ensaios de liberacéo in vitro de progesterona

A curva de liberagdo cumulativa in vitro de
progesterona suportada em matriz de colageno
anidnico é mostrada na Figura 4. A liberacéo de
progesterona das matrizes com maior concentra-
¢éo (10%) foi mais lenta em comparacéo a libera-
¢éo das matrizes contendo 5% do horménio. Em
10 dias de liberagao, cerca de 90% da progesterona
foi liberada pelas amostras CP5, enquanto cerca
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de 50% foi liberada pelas amostras CP10 no mesmo
periodo. Notou-se, também, que a curva de libera-
¢ao das amostras contendo 5% de progesterona
mostra linearidade no inicio da curva, sugerindo
se tratar de um sistema de liberagcéo de primeira
ordem.

AFigura 5 mostra as curvas In M/M, versus
In tempo de liberagdo de progesterona suportada
em colageno anidnico, para concentragdes iniciais
de horménio de 5% e 10% (m/m).
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Figura 5. Liberagédo cumulativa (%) in vitro de progesterona suportada em matrizes de colageno, nas proporgées de 5% (M) e 10% (°®).
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Utilizando-se da equacéao 1 para verificar
o perfil de liberagdo de progesterona a partir das
matrizes de colageno anibnico, obteve-se os valores
de n, correspondentes a porgéao inicial das curvas
(MM, d” 60%). Os valores obtidos para CP5 e
CP10 foram 0,65 e 0,83, respectivamente Os
coeficientes de correlagcao foram 0,9954 e 0,9913
para as liberagdes de 5% e 10%, respectivamente.
Os valores obtidos para as constantes de liberacao
foram 11,75 para a liberacédo de 5% e 5,61 para a
liberacédo de 10%.

DISCUSSAO

O valor da concentragéo do colageno obtido
por liofilizagao (1,13) corresponde aos valores mé-
dios obtidos para este tipo de matéria prima, de-
monstrando que o processo quimico é satisfatorio
para extragao do colageno (OGAWA, 2002).

A espectroscopia na regido do infraver-
melho revelou para a amostra de colageno os picos
caracteristicos 1235cm™ e 1450 cm™, cuja razéo
resulta em 0,851, mostrando a preservagao da
estrutura em tripla hélice (GORDON, 1974). Isto
demonstra que o tratamento alcalino para obtengao
do colageno nao altera sua caracteristica estrutural,
mantendo, consequentemente, as caracteristicas
fisicas de resisténcia, degradagao, entre outras.
Os picos de destaque no espectro da progesterona
(1200 cm™ e 1700cm™) caracterizam a estrutura
molecular do hormdnio, servindo como parametro
para verificar sua presenca nas matrizes colagé-
nicas contendo progesterona. No espectro do
colageno contendo 10% de progesterona, notam-
se os picos caracteristicos do colageno e o pico
caracteristico da progesterona (em torno de
1650cm"), apesar da sobreposigdo dos espectros
do colageno e da progesterona, sugerindo a pre-
senca do hormdnio na amostra.

Nas curvas DSC, o aparecimento do pico
de fusdo da progesterona (132°C) confirma a
presenga do horménio nas matrizes, assim como
reafirma a manutengao da estrutura tripla hélice
do colageno pela pequena transigdo proxima de
50°C (desnaturagao do colageno).

Os ensaios de hidratacao por tampao PBS
demonstraram que diferentes concentragbes de
progesterona (5% e 10%) nas matrizes nao altera-
ram a capacidade de hidratagdo, o que deve ser
considerado como fator de nao interferéncia na
alteragdo do modelo de liberagdo do horménio nas
duas concentragdes propostas.

A microscopia eletrénica de varredura
demonstrou uma estrutura amorfa do colageno, fato

que pode ser atribuido a repulsao eletrostatica das
moléculas de tropocolageno, em fungéo da proto-
nacgao dos grupos carboxilato. Dessa forma, o tra-
tamento alcalino utilizado para a preparagao do
colageno 24 horas, com a consequente introdugéo
de cargas negativas impede o tropocolageno de
organizar-se em microfibrilas.

A microscopia permitiu também, a visibi-
lizagédo de cristais de progesterona na superficie
do colageno, comprovando a presenga do horménio
como verificado por espectroscopia na regidao do
infravermelho e nos testes de estabilidade térmica.

Os ensaios de degradacgao bioldgica por
colagenase mostraram que as diferengas de con-
centracdo do hormdnio nas matrizes nao interfe-
riram de forma significativa na degradagéo do cola-
geno. Deve-se levar em consideragao que diferen-
¢as na degradacgao podem interferir no mecanismo
de liberagao, alterando bruscamente a saida do
farmaco das matrizes.

A diversidade encontrada na liberagao de
progesterona em concentragdes diferentes, ou seja,
a maior concentracado (10%) liberando de forma
mais lenta corresponde ao observado em trabalho
publicado por (CORNETTE; DUNCAN, 1987), no
qual se estudou a liberagao de estradiol em implan-
tes de geometria cilindrica com varias concentra-
¢bes do esterdide disperso. Tratava-se de um siste-
ma monolitico simples e chegou-se a concluséo
de que, para um agente dissolvido, a quantidade
liberada em um determinado tempo € independente
da quantia inicial incorporada, enquanto que para
um agente disperso, a quantia liberada em dado
tempo diminui com o aumento da quantidade incor-
porada. Dessa forma, os resultados sugerem que
a progesterona nao esta dissolvida no colageno,
mas dispersa, como mostrados nas fotomicrografias
das matrizes contendo progesterona.

A partir do calculo do expoente de carac-
terizacao da cinética de liberagao (n), determinou-
se o modelo cinético de liberagdo do sistema.
Quando n = 0,5, trata-se de um sistema de difusédo
Fickiana normal. Paran = 1,0, o sistema libera se-
gundo uma cinética de Caso I, também deno-
minada de nao-Fickiana. E para 0,5 < n > 1,0,
considera-se que seja um caso de difusdo anbmala,
ou seja, uma mistura da difusdo Fickiana e da
difusdo nao Fickiana (RITGER; PEPPAS, 1987b).
Os valores encontrados para CP5 e CP10 foram
0,65 e 0,83, respectivamente, indicando que o sis-
tema segue cinética de liberagéo de primeira ordem
e o perfil de difusdo anémala. Os resultados dos
coeficientes de correlagao indicam a linearidade
dos dados.

VULCANI, V. A. S, PLEPIS, A. M. DE G.




53

CONCLUSOES

O método de obtengao de colageno a partir
de tecidos animais mostrou-se eficiente, mantendo
as caracteristicas estruturais da proteina e permi-
tindo que o produto final seja moldado no formato
desejavel, seja para insergao vaginal ou implantes
subcutaneos. Ainteracdo entre o colageno e a pro-
gesterona nao alterou a estrutura de ambos e permi-
tiu a liberagao in vitro por cerca de dez dias, eluci-
dando o mecanismo cinético envolvido no sistema.

In vitro release assays of progesterone from
anionic collagen matrices

ABSTRACT

Anionic collagen matrices were prepared
to be submitted to in vitro release assays in PBS
buffer, in order to evaluate the potentialities of its
application in veterinary medicine, specifically in
the synchronization of the estral cycle of females
economically explored. The matrices had been cha-
racterized by FT:IR; thermal stability; hydration ca-
pacity in PBS buffer; electronic microscopy and
biological stability. It was observed that the presence
of progesterone in the collagen matrices did not
modify the hydration capacity, increased the resis-
tance front to the enzymatic degradation and dimi-
nished the temperature of degradation of the colla-
gen. The release assays had shown that the incorpo-
ration 5% (m/m) liberates more quickly than the in-
corporation 10%, suggesting the dispersion of the
hormone in the collagen matrices, according to a
kinetic of first order release and a profile of anoma-
lous diffusion. Results point that the collagen is a
promising biopolymer for the development of matri-
ces of progesterone release.

Keywords: Collagen, progesterone, controlled re-
lease, synchronization, estral cicle.
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