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INTRODUCCION

La elastina es la proteina extracelular responsable
dela elasticidad de diversos tejidos, debido a su capaci-
dad de extenderse y contraerse’. Posee una estructura
primaria caracterizada por la secuencia repetitiva de
-aminodcidos (Aa), entre los que se incluyen valina-prolina-
glicina-valina-glicina (VPGVG), alanina-prolina-glicina-
valina-glicina-valina (APGVGV), valina-prolina — glicina —
fenilalanina — glicina — valina — glicina — alanina — glicina
(VPGFGVGAG) y valina-prolina-glicina-glicina (VPGG)23,
siendo la secuencia mas frecuente la correspondiente al
pentapéptido VPGVG, que puede repetirse hasta cin-
cuenta veces en una simple molécula?.

La capacidad de esta proteina de autoagregarse,
Jjunto con las magnificas propiedades fisicas y meca-
-_iﬁ_cas que presenta, han permitido la blusqueda y el
desarrollo de materiales bioelasticos basados en la
elastina’. En virtud de ello surgen materiales que cons-
fituyen familias de copolimeros proteicos sintéticos,
basados en los modelos de las propiedades estructura-
les de las proteinas®. Estos polimeros sintéticos son
susceptibles de responder a determinados estimulos y
han sido disefiados para modular su respuesta de tal
forma que sufran disolucion o agregacion en funcion de
las condiciones del entorno. Inicialmente se les deno-
mino “sensibles a estimulos”, pero pronto se utilizé el
términé “inteligentes” con el fin de equipararlos en pro-
pledades con su equivalente natural que les habia ser-
vido de inspiracion®.

POLIMEROS SEMEJANTES A LA ELASTINA:
POLI (VPAVG)

Los polimeros derivados de la elastina (ELPs) se
caracterizan por estar constituidos de secuencias re-
petidas de monémeros integrantes de ésta, que son
- consideradas “bloques de construccién” debido a su
sorprendente repeticion, con poca o ninguna variacion?.
Urryy sus colaboradores han sido los pioneros en la
sintesis y aplicacion de este nuevo grupo de polimeros,
que se caracterizan por presentar la llamada “tempera-
tura inversa de transicion” (T,;)”. En virtud de esta pro-
piedad, cuando el polimero se encuentra en presencia
de agua y a una temperatura por debajo de la tempera-
lura critica (temperatura de transicion T,), sus cadenas
permanecen desordenadas o relativamente extendidas,

es decir completamente hidratadas®. De hecho, se con-
sidera que por debajo de la T, el polimero es soluble en
medio acuoso. Por el contrario, cuando el polimero se
encuentra expuesto a temperaturas superiores a la T, _
sus cadenas hidrofébicas se pliegan y se agregan me-
diante un proceso de ordenacién intramolecular, por el
que adoptan una estructura secundaria helicoidal orde-
nada, denominada hélice B, seguida de un proceso de
autoorganizacion intermolecular’.

En esta contraccién dirigida por el aumento de la
temperatura del entorno, el material es capaz de realizar
un trabajo mecanico, que puede ser aprovechado cuan-
do el sistema esta adecuadamente disefiado. Por lo
tanto, esta captacion de agua podria ser aprovechada
para incluir farmacos en solucion, antes del proceso de
autoagregacion.

La naturaleza de los agregados resultantes puede
variar, desde discretas nanoparticulas hasta fibras poli-
meéricas, en funcion de la arquitectura del copolimero0.
En virtud de lo anterior, es importante resaltar que la
adecuada sustitucion de los monémeros de aminoaci-
dos, por otros naturales o modificados, puede ser utiliza-
da para magnificar la respuesta natural de esta familia
de polimeros, obteniéndose asi un mejor aprovecha-
miento de esta propiedad™!.

Hasta el momento se han sintetizado una gran varie-
dad de polimeros de este tipo, sin embargo, el mas re-
presentativo de esta familia lo constituye el poli (VPGVG)
[valina-prolina-glicina-valina-glicina], propuesto por
Urry'2 como material cabeza de serie para explicar sus
propiedades elasticas’3-14. Ademas, estos polimeros
presentan importantes caracteristicas termorreversi-
bles'>1, y un gran potencial para convertir energia
térmica en provechoso trabajo mecanico!’. Estos penta-
péptidos se caracterizan también por ser solubles en
agua en todas las proporciones por debajo de su tempe-
ratura de transicion y cuando son expuestos a la radia-
cién g (dosis de 20 Mrad)'8, las cadenas se entrecruzan
y tiene lugar la formacion de una matriz elastomera, que
exhibe propiedades mecanicas muy semejantes a las de
la propia elastina natural 9.

Dentro de esta familia de polimeros se encuentra el
polimero utilizado en esta investigacion, denominado poli
(VPAVG) (valina - prolina — alanina - valina — glicina). La
diferencia con respecto al monodmero cabeza de serie
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[poli (VPGVG)] estriba en la sustitucion del tercer amino-
acido del pentapéptido por alanina. Esta sustitucion de
glicina por alanina no modifica las propiedades termo-
mecanicas y de biocompatibilidad, que caracterizan a
esta familia. El poli (VPAVG) es un polipéptido que pue-
de ser considerado predominantemente hidrofdbico,
debido a las caracteristicas que presentan sus amino-
acidos constituyentes, principalmente la valina y la pro-
lina2%. Ademas, resulta de gran importancia destacar
que, en estudios realizados acerca de la sustitucion de
la alanina (A) por la glicina (G) en la tercera posicion de la
secuencia peptidica, se observa una variacion en la res-
puesta mecanica del material, que va desde un compor-
tamiento elastico a una deformacion plastica. La sintesis
del polimero poli (VPAVG) utilizado en el desarrollo de
este trabajo, ha sido quimica. Su caracterizacion se ha
realizado mediante resonancia magnética nuclear
(RMN), analisis de aminoacidos y métodos cromatogra-
ficos. Presenta un peso molecular (M,) de 86.249 Da y
una polidispersion (n) de 1,15. La distribucion del peso
molecular aparente queda reflejada en la figura 121,

Con este material, al igual que con los derivados
pertenecientes a esta familia de polimeros, se pueden
construir sistemas sélidos, basandose en las propieda-
des termomecanicas que los caracterizan y anterior-
mente comentadas.

El método de preparacion de las matrices o agrega-
dos, a partir de estos polimeros se lleva a cabo por en-
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Figura 1.- Distribucién del peso molecular aparente
para el poli (VPAVG)
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friamiento (T., < T,) y posterior calentamiento (T.. > T,)

de soluciones acuosas del material. En efecto, mediante |
la adecuada eleccién de concentracion del polimero,

temperatura y tiempo, es posible obtener nano y micro-
particulas, que no son otra cosa que agregados de ta-
manios definidos®. Estos agregados formados tienen
suficiente masa o volumen para ser separados del sol-
vente por centrifugacion??y, debido a que el proceso de
transicién es reversible, el polimero puede ser comple-
tamente redisuelto, cuando la temperatura sea inferior a
su temperatura de transicién?3.

Estas particulas o agregados también pueden ser
cargadas con sustancia activa. Tedricamente, cualquier
clase de farmaco puede ser incorporado en la matriz de
los polimeros. En general, el peso molecular de los poli-
meros, el tamano de las micro o nanoparticulas obteni-
das y las propiedades hidrofilicas o hidrofdbicas del
farmaco, determinaran la velocidad y el periodo de libe-
racion de éste, desde el sistema?4.

Recientemente, este polimero ha sido caracterizado
como formador de particulas de cesion controlada de
farmacos’ y se ha comprobado su tolerancia in vitro e in
vivo, por via subcutanea e intraocular?®, vias éstas que
necesitan indispensablemente condicion de esterilidad.

La esterilidad es un factor critico para los sistemas
de administracion parenteral, prefiriéndose un proceso
de esterilizacion final del producto, a la fabricacion en
condiciones asépticas?®. La adecuada seleccion de un
meétodo de esterilizacién es fundamental para garantizar
la estabilidad del producto. Hace algunos afios aparecie-
ron los primeros trabajos referentes a la utilizacion del
método basado en la radiacion ionizante con rayos
gamma, para la esterilizacion de microesferas prepara-
das a partir de polimeros derivados del acido lactico y gli-
cdlico destinadas a uso parenteral?’. Los rayos gamma
tienen una alta capacidad de penetracién y la dosis ne-

cesaria para lograr la esterilizacion se encuentra com- -
prendida entre 25 y 40 kGy. Una gran cantidad de

materiales son compatibles con la esterilizacién por ra-
diaciones gamma, por lo que es ampliamente aceptado
como método de esterilizacion para materiales polimé-
ricos, dentro de los que se incluyen polietileno, polies-
téres, poliestirenos, polisulfoxidos y policarbonatos?®.
Este tipo de esterilizacion es el método utilizado habitual-
mente para productos sanitarios termolabiles y el mas
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idéneo para este tipo de formulaciones, principalmente,
por su alto poder de penetracion, baja reactividad qui-
mica, bajos niveles de residuos, pequefios cambios de
temperatura en la muestra y las pocas variables a con-
trolar. Sin embargo, se ha comprobado que en algunos
polimeros, como los derivados de los &cidos lactico y
glicolico, las dosis que garantizan la esterilidad de un
producto farmacéutico (25 kGy, dosis de sobreesterili-
zacion descrita por la Farmacopea Espafiola?® y la
Farmacopea de Los Estados Unidos3°) genera una dis-
minucion significativa de su peso molecular y, por tanto,
afecta considerablemente las propiedades del producto
final. Este problema parece haber sido solventado me-
diante la utilizacion de bajas temperaturas durante el
liempo de exposicion de las formulaciones preparadas a
partir del &cido poli (lactico-co-glicélico) (PLAGA) a la
radiacion gamma, con resultados 6ptimos para formula-
clones de microesferas de ganciclovir 31, aciclovir32 e
ibuprofeno 32,

No obstante, cada vez que este proceso de esterili-
zacion es aplicado a una nueva formulacion, es necesa-
fio evaluar sus efectos, pues puede inducir cambios
estructurales que modifiquen la cesion del principio acti-
Vo y que supondrian un riesgo en su administracion. A
todo esto hay que afiadir las propiedades fisico-quimi-
cas de la sustancia activa que pueden ser alteradas
también, tras ser expuestas a la radiacion.

MATERIALES Y METODOS

Materias primas utilizadas en la elaboracién
de las formulaciones

En el desarrollo de esta investigacion se utilizé el
biopolimero denominado poli (val-pro-ala-val-gli) sinteti-
zado en el Departamento de Fisica de la Materia Con-
‘densada de la Universidad de Valladolid por el Dr. J.C.
Rodriguez Cabello y col.

Como farmaco, aunque no incorporado en esta
investigacion dentro de las particulas, se empleé el
Fosfato de Dexametasona (DMP) suministrado por Sig-
‘ma-Aldrich (St. Louis, MO). La eleccién de esta sustan-
cia activa se fundamento en que ésta se encuentra
presente en un gran numero de formas farmacéuticas
de uso parenteral y ha sido utilizada con este polimero
en otros estudios’.

Entre las caracteristicas mas importantes a desta-
car del fosfato de dexametasona, se citan:

Férmula estructural®®

@]

i __ONa
P %

ONa

Figura 2.- Estructura quimica fosfato de dexametasona

Férmula empirica® : C,,H,, FNa,O,P
Peso molecular?®: 516,4
Descripcion:

Polvo blanco o casi blanco, muy higroscépico, facil-
mente soluble en agua, poco soluble en alcohol, prac-
ticamente insoluble en cloroformo y en éter29.

Para la preparacion de las formulaciones y la cuanti-
ficacion de la sustancia activa, se utilizaron los siguien-
tes disolventes: agua destilada y desionizada ultrapura
(milli Q), solucién acuosa de buffer fosfato, solucién
acuosa de 0,01 M de KH,PO, y metanol grado HPLC.

Técnica de preparacién de particulas
o agregados

La formacién de las particulas se realizé mediante la
precipitacion del polimero en solucion acuosa. En primer
lugar, se pesaron cantidades determinadas de polimero
con el fin de conseguir distintas concentraciones. Pos-
teriormente, se llevé a cabo la adicién de un volumen de
0,5 ml. de disolvente (solucién buffer fosfato). La disper-
sion obtenida se introdujo en la nevera a 4 °C y se man-
tuvo durante 1 hora. Una vez disuelto el polimero, se
introdujo la muestra en un bafio termostatizado con agita-
cion (Clifton Shaking Bath) a 37 °C, es decir, a una tempe-
ratura superior a la de transicion del polimero (T, = 30°C),
manteniéndose en agitacién durante 10 minutos. La se-
paracion de las particulas obtenidas se llevo a cabo por
centrifugacion (18,000 xg durante 45 minutos a 33 °C) en
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centrifuga Hettich Zentrifugen (EBA 12R, Alemania). Una
vez separadas, éstas se almacenaron protegidas de la
luz en un desecador con silica gel, y, a vacio y temperatu-
ra ambiente, hasta su posterior evaluacion’

En el siguiente esquema (1) se recoge el proceso de
elaboracién de las particulas.

Solucién acuosa Dispersidn y disoluci -
de buffer fosfato | | Polimero |——> Solucin
wexih) {Polimero)

Proceso de
(37°C x 10 min) T E e
T, (0°C) 1r

PARTICULAS = =

Ue 5e almacenan |- TS

vacio y protegidas | (18000xg a33°Cx
45 min)

Esquema 1. Proceso de elaboracién de microparticulas obtenidas
a partir de poli (PVAVG)

Esterilizacion y caracterizacion de las materias
primas y formulaciones seleccionadas

El aseguramiento de la esterilidad en las formulacio-
nes, asi como la determinaciéon de la influencia del pro-
ceso sobre sus caracteristicas, constituyo el principal
objetivo de este estudio. Se prefirit llevar a cabo la este-
rilizacion final de la formulacion, pues supone mayores
garantias que el trabajar en condiciones asépticas. Entre
los métodos empleados para la esterilizacion de prepa-
rados farmacéuticos se ha elegido la radiacion gamma,
también utilizada, habitualmente, en la esterilizacion de
productos sanitarios?’ y polimeros?®. Los criterios utili-
zados para su seleccion fueron evitar tanto el uso de
temperaturas elevadas que pudieran dafiar la estructura
del material, como los posibles residuos derivados de la
exposicion al oxido de etileno. También, este método pre-
senta ventajas importantes como son: alto poder de pe-
netracion, baja reactividad quimica, bajos niveles de
residuos, pequeros cambios de temperatura en la mues-
tra y pocas variables a controlar.

Para realizar el proceso se acondicionaron las
muestras, previamente pesadas, en viales de vidrio que
fueron sellados con tapén de goma y capsula de alumi-
nio. En estas condiciones las muestras se enviaron a la
Unidad de Esterilizacion por Rayos Gamma (Aragogam-
ma, S.A., Barcelona), donde se sometieron a radiacion
gamma generada por fuentes de isétopos radioactivos
de Cobalto-60, empleando una dosis de radiacion de
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2,5 Mrad (25 kGy), descrita por la Farmacopea Ameri-
cana (USP) como dosis de esterilizacién efectiva®?.

Este proceso de esterilizacion se realizd sobre mues-
tras de polimero, fosfato de dexametasona y formula-
ciones seleccionadas de concentraciones de 20 y 30
mg/mi de polimero poli (VPAVG).

Polimero poli (VPAVG)

Una vez esterilizadas las muestras se llevaron a
cabo distintos ensayos, tales como morfologia y analisis
de rayos X. Las técnicas y las condiciones aplicadas |
para la evaluacion se describen mas adelante.

Fosfato de dexametasona

El fosfato de dexametasona fue evaluado por medio
de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) an-
tes y después de la esterilizacion, con el fin de determi-
nar su posible degradacion tras la radiacién gamma.

Con el objeto de conseguir similitud en el tamafo de
particulas para el fosfato de dexametasona como mate-
rial sélido pulvurulento y como posible principio activo
incorporado en las microparticulas’, se sometieron a
esterilizacion dos muestras diferentes de farmaco en
estado solido: materia prima sin pulverizar y pulveriza-
da. Se dividieron las muestras a ensayar en dos lotes. El
lote | estuvo formado por muestras de 5 y 10 mg de fos-
fato de dexametasona sin pulverizar, mientras que el -
lote Il lo constituian muestras de igual cantidad (5 y 10
mg), pero pulverizadas.

Una vez esterilizadas las muestras se procedio a su
disolucién con fase movil hasta obtener una concentra-
cion final de 100 g/ml. A continuacion se cuantifico el
contenido de fosfato de dexametasona bajo las condi-
ciones cromatograficas que se resefian a continuacion:

Equipo: Cromatdégrafo Gilson, detector Gilson UV/
visible 118, bomba Gilson 305. Columna: Lichrospher
100 teknokroma, RP 18, 25 cm x 4 mm, relleno 5 pym.
Fase movil: KH,PO, 0,01 M : Metanol (50:50). Flujo: 1
mi/min. A : 254nm. Volumen de inyeccion: 20 ul. Tempe-
ratura: ambiente.

Formulaciones seleccionadas

Las formulaciones seleccionadas fueron aquellas
preparadas a partir de concentraciones iniciales de poli-
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mero poli (VPAVG) de 20 y 30 mg/ml, con las siguientes
caracteristicas:

- Obtenidas a partir del material estéril

- Resultantes del polimero sin esterilizar y posterior-
‘mente esterilizadas.

Finalmente fueron objeto de los correspondientes
ensayos de caracterizacion de las particulas, que se
describen a continuacion.

Técnicas utilizadas para la caracterizacion
de las materias primas y particulas obtenidas

Microscopia electrénica (morfologia)

Lamorfologia del biomaterial y de las formulaciones
se determiné por microscopia dptica y electrénica de
barrido. Para la observacion por microscopia dptica se
Utilizo un microscopio 6ptico (Zeiss, modelo polariza-
0ion), y se empled luz polarizada paralela y nicoles cru-
Zados. La evaluacion por microscopia electrénica se
Tealizo a través de un microscopio electrénico de barri-

' do (SEM, Jeol, JSM-6400, Tokio, Japon) y se llevé a
cabo en el C.A.l. Centro de Microscopia Electrénica
“Luis Bru”, de la Universidad Complutense de Madrid.

Antes de cada ensayo, la muestra se recubri6 pre-
viamente con una fina pelicula de oro en un evaporador
catodico (Polaron, Alemania).

Analisis de difraccion de rayos X

Elensayo de difraccion de rayos X ha sido utilizado
por diversos autores para la caracterizacion del polime-
1o poli (VPGVG) y de otros péptidos derivados 39.

Los andlisis de difraccion de rayos X se han llevado
acabo ufilizando un diafractometro automatico de polvo
'(Philips X Pert MPD), en configuracién q - 2q, en el
fango angular 5 — 40° 2q, tamario de paso 0,04° 2q y
tiempos de conteo de 1 segundo por paso. Este ensayo
se realizo en el C.A.l. Difraccién de Rayos X, de la Uni-
versidad Complutense de Madrid.

En estas condiciones se ensayo6 el polimero poli
(VPAVG) antes y después del proceso de esterilizacion.

Tamario de las particulas

La evaluacion del tamario de las particulas se llevé
‘@ cabo por espectroscopia de correlacion foténica,

mediante un equipo Nanosizer N4 (Coulter, Francia),
que mide las variaciones que experimenta la intensidad
de la radiacion dispersada por una suspensién de par-
ticulas, cuando se le hace incidir un haz de luz monocro-
matico procedente de un laser. Para la determinacion
del tamafio de las particulas se prepararon las diferen-
tes muestras de acuerdo con la técnica anteriormente
descrita, con la unica excepcion de mantener las parti-
culas en suspension sin proceder a su centrifugacion.
En todos los ensayos y previamente a la lectura de las
muestras, éstas fueron sometidas a agitacién, en un
agitador vortex, durante 1 minuto. Se evalué el tamafio
de los agregados formados a partir de diferentes con-
centraciones acuosas (20 y 30 mg/ml) de polimero esté-
ril y sin esterilizar.

Este ensayo se llevé a cabo en el Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad
de Alcala de Henares.

Valoracioén del fosfato de dexametasona

Técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

Para estudiar la posible degradacién del fosfato de
dexametasona durante el proceso de esterilizacién, se
ha puesto a punto el método de valoracién por HPLC
descrito por Das Gupta3®.

Las condiciones de trabajo han sido descritas ante-
riormente. Esta técnica se validé de acuerdo con los cri-
terios de linealidad, exactitud y precision, en el intervalo
de concentraciones de 50 a 200 pg/ml de fosfato de de-
Xametasona en fase movil.

RESULTADOS Y DISCUSION
Polimero poli (VPAVG)

Las caracteristicas morfoldgicas del poli (VPAVG)
fueron evaluadas, por microscopia electrénica, antes
(figura 3) y después (figura 4) de haber sido sometido al
proceso de esterilizacion. En la microfotografia, el ma-
terial se presenta como un material amorfo. Como pue-
de observarse en la figura 3, no se aprecian diferencias
con las obtenidas para el polimero después de la este-
rilizacién (figura 4).

31




ADRIANA C RINCON A, ROCIO HERRERO V, JOSE RODRIGUEZ C, MATILDE ALONSO, IRENE MOLINA M. Influencia de la radiacién gamma coma método
de esterilizacién sobre el polimero poli VPAVG (Valina-Prolina-Alanina-Valina-Glicina). Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2009; 40 (1): 26-35

centrifuga Hettich Zentrifugen (EBA 12R, Alemania). Una
vez separadas, éstas se almacenaron protegidas de la
luz en un desecador con silica gel, y, a vacio y temperatu-
ra ambiente, hasta su posterior evaluacion’

En el siguiente esquema (1) se recoge el proceso de
elaboracion de las particulas.

Solucion acuosa Dispersidn y disolucitn :
de buffer fosfato + F’W—» Solucion
@Cxn) (Polimero)
5 : Froceso de
PARTICULAS
e quesealmacenan |-— | Agregados
Caraclerizacion | -— gn g jor a Cenfrifugaci o particulas
vacio y protegidas | (18000xga33°Cx
45 min)

Esquema 1. Proceso de elaboracion de microparticulas obtenidas
a partir de poli (PVAVG)

Esterilizacion y caracterizacion de las materias
primas y formulaciones seleccionadas

El aseguramiento de la esterilidad en las formulacio-
nes, asi como la determinacién de la influencia del pro-
ceso sobre sus caracteristicas, constituyo el principal
objetivo de este estudio. Se prefirio llevar a cabo la este-
rilizacién final de la formulacién, pues supone mayores
garantias que el trabajar en condiciones asépticas. Entre
los métodos empleados para la esterilizacion de prepa-
rados farmacéuticos se ha elegido la radiacién gamma,
también utilizada, habitualmente, en la esterilizacion de
productos sanitarios?” y polimeros?®. Los criterios utili-
zados para su seleccion fueron evitar tanto el uso de
temperaturas elevadas que pudieran dafiar la estructura
del material, como los posibles residuos derivados de la
exposicién al 6xido de etileno. También, este método pre-
senta ventajas importantes como son; alto poder de pe-
netracion, baja reactividad quimica, bajos niveles de
residuos, pequefios cambios de temperatura en la mues-
tra y pocas variables a controlar.

Para realizar el proceso se acondicionaron las
muestras, previamente pesadas, en viales de vidrio que
fueron sellados con tapén de goma y capsula de alumi-
nio. En estas condiciones las muestras se enviaron a la
Unidad de Esterilizacion por Rayos Gamma (Aragogam-
ma, S.A., Barcelona), donde se sometieron a radiacion
gamma generada por fuentes de isétopos radioactivos
de Cobalto-60, empleando una dosis de radiacion de
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2,5 Mrad (25 kGy), descrita por la Farmacopea Ameri-
cana (USP) como dosis de esterilizacién efectiva®.

Este proceso de esterilizacidn se realizé sobre mues-
tras de polimero, fosfato de dexametasona y formula-
ciones seleccionadas de concentraciones de 20 y 30
mg/ml de polimero poli (VPAVG).

Polimero poli (VPAVG)

Una vez esterilizadas las muestras se llevaron a
cabo distintos ensayos, tales como morfologia y analisis
de rayos X. Las técnicas y las condiciones aplicadas
para la evaluacion se describen mas adelante.

Fosfato de dexametasona

El fosfato de dexametasona fue evaluado por medio
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) an-
tes y después de la esterilizacion, con el fin de determi-
nar su posible degradacién tras la radiacion gamma.

Con el objeto de conseguir similitud en el tamafio de
particulas para el fosfato de dexametasona como mate-
rial sélido pulvurulento y como posible principio activo
incorporado en las microparticulas’, se sometieron a
esterilizacion dos muestras diferentes de farmaco en
estado solido: materia prima sin pulverizar y pulveriza-
da. Se dividieron las muestras a ensayar en dos lotes. El
lote I estuvo formado por muestras de 5 y 10 mg de fos-
fato de dexametasona sin pulverizar, mientras que el
lote Il lo constituian muestras de igual cantidad (5 y 10
mg), pero pulverizadas.

Una vez esterilizadas las muestras se procedid a su
disolucion con fase movil hasta obtener una concentra-
cion final de 100 g/ml. A continuacién se cuantifico el
contenido de fosfato de dexametasona bajo las condi-
ciones cromatograficas que se resefian a continuacion:

Equipo: Cromatografo Gilson, detector Gilson UV/
visible 118, bomba Gilson 305. Columna: Lichrospher
100 teknokroma, RP 18, 25 cm x 4 mm, relleno 5 um.
Fase mévil: KH,PO, 0,01 M : Metanol (50:50). Flujo: 1
mi/min. A : 254nm. Volumen de inyeccion: 20 pl. Tempe-
ratura: ambiente.

Formulaciones seleccionadas

Las formulaciones seleccionadas fueron aquellas
preparadas a partir de concentraciones iniciales de poli-
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~mero poli (VPAVG) de 20 y 30 mg/ml, con las siguientes
caracteristicas:

- Obtenidas a partir del material estéril

- Resultantes del polimero sin esterilizar y posterior-
mente esterilizadas.

Finalmente fueron objeto de los correspondientes
ensayos de caracterizacion de las particulas, que se
describen a continuacion.

Técnicas utilizadas para la caracterizacion
de las materias primas y particulas obtenidas

Microscopia electrénica (morfologia)

La morfologia del biomaterial y de las formulaciones
- se determiné por microscopia 6ptica y electrénica de
barrido. Para la observacién por microscopia Optica se
utilizo un microscopio optico (Zeiss, modelo polariza-
cion), y se empled luz polarizada paralela y nicoles cru-
‘zados. La evaluacion por microscopia electrénica se
realizo a través de un microscopio electronico de barri-
do (SEM, Jeol, JSSM-6400, Tokio, Japon) y se llevé a
~cabo en el C.A.l. Centro de Microscopia Electrénica
*Luis Bru”, de la Universidad Complutense de Madrid.

Antes de cada ensayo, la muestra se recubri6 pre-
‘viamente con una fina pelicula de oro en un evaporador
catédico (Polaron, Alemania).

Anélisis de difraccion de rayos X

El ensayo de difraccion de rayos X ha sido utilizado
por diversos autores para la caracterizacion del polime-
1o poli (VPGVG) y de otros péptidos derivados 39.

Los analisis de difraccion de rayos X se han llevado
acabo utilizando un diafractometro automatico de polvo
(Philips X Pert MPD), en configuracién q - 2q, en el
rango angular 5 — 40° 2q, tamafio de paso 0,04° 2q y
tiempos de conteo de 1 segundo por paso. Este ensayo
-serealizo en el C.A.l. Difracciéon de Rayos X, de la Uni-
versidad Complutense de Madrid.

En estas condiciones se ensayé el polimero poli
(VPAVG) antes y después del proceso de esterilizacion.

Tamario de las particulas

La evaluacién del tamario de las particulas se llevo
a cabo por espectroscopia de correlacion foténica,

mediante un equipo Nanosizer N4 (Coulter, Francia),
que mide las variaciones que experimenta la intensidad
de la radiacion dispersada por una suspension de par-
ticulas, cuando se le hace incidir un haz de luz monocro-
matico procedente de un laser. Para la determinacion
del tamafio de las particulas se prepararon las diferen-
tes muestras de acuerdo con la técnica anteriormente
descrita, con la Unica excepcidén de mantener las parti-
culas en suspension sin proceder a su centrifugacion.
En todos los ensayos y previamente a la lectura de las
muestras, éstas fueron sometidas a agitacion, en un
agitador vortex, durante 1 minuto. Se evalud el tamafio
de los agregados formados a partir de diferentes con-
centraciones acuosas (20 y 30 mg/ml) de polimero esté-
ril y sin esterilizar.

Este ensayo se llevé a cabo en el Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad
de Alcala de Henares.

Valoracion del fosfato de dexametasona

Técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

Para estudiar la posible degradacion del fosfato de
dexametasona durante el proceso de esterilizacion, se
ha puesto a punto el método de valoracion por HPLC
descrito por Das Gupta®.

Las condiciones de trabajo han sido descritas ante-
riormente. Esta técnica se validé de acuerdo con los cri-
terios de linealidad, exactitud y precisién, en el intervalo
de concentraciones de 50 a 200 ug/ml de fosfato de de-
xametasona en fase movil.

RESULTADOS Y DISCUSION
Polimero poli (VPAVG)

Las caracteristicas morfolégicas del poli (VPAVG)
fueron evaluadas, por microscopia electrénica, antes
(figura 3) y después (figura 4) de haber sido sometido al
proceso de esterilizacion. En la microfotografia, el ma-
terial se presenta como un material amorfo. Como pue-
de observarse en la figura 3, no se aprecian diferencias
con las obtenidas para el polimero después de la este-
rilizacion (figura 4).
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Figura 3. Microfotografia del polimero poli (VPAVG) en el
microscopio electrénico, antes de la esterilizacion (10000 X)

WD 14 9nun

CHE SEY S0k 10000 Tum

Figura 4. Microfotografia del polimero poli (VPAVG)
en el microscopio electrénico, esterilizado (10000 X)

El analisis de difraccion de rayos X para el polimero
expuesto a las condiciones de esterilizacion (figura 5)
refleja un comportamiento amorfo, igual que el observa-
do en las muestras del polimero sin esterilizar (figura 6).

Fosfato de dexametasona como materia prima,
tras la esterilizacion

El efecto directo de la radiacion gamma sobre el
posible principio activo (fosfato de dexametasona), tam-
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Figura 5. Difractograma correspondiente al poli (VPAVG)
esterilizado por radiacién gamma

Figura 6. Difractograma correspondiente al polimero poli
(VPAVG) sin esterilizar

bién fue evaluado. Los resultados obtenidos se recogen
en la tabla 1, donde se observa como, en todos los ca-
so0s, la concentracién de sustancia activa experimenta
un descenso significativo (p < 0,046).

Lotel Lote |l
(sin pulverizar) (pulverizada)
Muestra 5 mg 92,99 (+1,72) 96,54 (£1,95)
Muestra 10 mg 92,59 (+1,98) 96,17 (+1,85)

Tabla 1. Concentracion de fosfato de dexametasona (%) en mues-
tras de 5 y 10 mg (pulverizadas y sin pulverizar) de materia prima
( sd ), tras la exposicion a la radiaciéon gamma (Dosis= 25kGy).

Asimismo, aunque no se encontraron diferencias
entre las muestras esterilizadas con distinta cantidad de
materia prima (p > 0,40), la degradacion observada
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resulto ser significativamente superior para el farmaco
sin pulverizar (p <0,042). Esta diferencia entre ambos
lotes puede atribuirse a la formacion de aglomerados en
ellote pulverizado, lo que disminuiria la superficie de
_exposicion del farmaco. La influencia entre la superficie
de producto expuesta y el efecto de la radiacion ha sido
ya descrita por otros autores en microesferas de acido
- poli (lactico-co-glicdlico) sometidas a la misma dosis de
‘radiacion empleada en este trabajo®.

Formulaciones seleccionadas

Aunque se contintian ensayando métodos de obten-
cion biotecnoldgica de polimeros bioelasticos, la sin-
tesis del poli (VPAVG) empleada en este trabajo ha sido
“quimica, con una fase final de exposicién a la radiacion
gamma.

El periodo empleado para la obtencion de cada lote
‘ha sido de seis meses, por lo que las cantidades sumi-
nistradas para llevar a cabo nuestro estudio han sido
‘bastante limitadas. Estos hechos nos han impedido utili-
zar un diserio experimental que nos habria permitido
seleccionar una formulacion éptima. Por esta razén,y en
funcion de los resultados obtenidos en estudios preeli-
‘minares, las preparaciones elegidas para el estudio de
esterilizacion fueron las obtenidas a partir de una con-
centracion inicial de 20 y 30 mg/ml de poli (VPAVG) sin
esterilizar y esterilizado.

Las microparticulas elaboradas con estas concen-
traciones y posteriormente esterilizadas por radiacién
gamma, fueron evaluadas al microscopio electronico de
barrido. Amodo de ejemplo se presenta la microfotogra-
fia obtenida para la formulacién de 30 mg/ml de poli
(VPAVG) [figura 7).

Enambos casos (20 y 30 mg/ml) la morfologia de los
agregados fue diferente a la obtenida antes del proceso
(figura 8). La diferencia estriba principalmente en su dis-
fribucién, pues cuando son sometidas las particulas al
proceso de esterilizacion, aparecen como una masa
continua que, probablemente, es consecuencia de una
fusion de las mismas producida por el aumento de tem-
peratura durante el proceso de esterilizacion ya que, a
diferencia de otros estudios, éste se realizd sin proteger
[as muestras de |la temperatura. Este fendmeno ya ha
sido descrito anteriormente para microparticulas prepa-
radas a partir del &cido (lactico-co-glicolico)6. Ademas,

Figura 7.- Microfotografia de microparticulas de poli [VPAVG] (30 mg/ml),
después del proceso de esterilizacion por rayos gamma (10.000X)

Figura 8.- Microfotografia de microparticulas sin esterilizar
obtenidas con una concentracién de 30 mg/ml de poli [VPAVG]
(10.000X)

20 30
Concentracian poli (VPFAVG) { mgimi )

Figura 9- Comparacién de los didmetros de los agregados (tsd)
formados a partir de concentraciones iniciales de polimero
estéril y no estéril (20 y 30 mg/mi).
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no hay que olvidar que la radiacién puede formar en-
trecruzamiento y modificar las caracteristicas del ma-
terial, que alterarian, de igual modo, la morfologia de las
particulas.

Para el estudio del tamafio de los agregados forma-
dos a partir del polimero esterilizado se han utilizado
soluciones acuosas de 20 y 30 mg/ml de concentracion.
Aunque se manifiesta cierta tendencia a la formacion de
agregados de menor tamafio que los encontrados con el
polimero sin esterilizar (figura 9), esta disminucién no re-
sulta estadisticamente significativa en ninguno de los dos
casos estudiados (p = 0,342 y p = 0,334, respectivamen-
te). No obstante, no se puede descartar que la radiacion
gamma utilizada en el proceso de esterilizacion produzca
alguna alteracioén del polimero, ya que ademas, se ha
detectado en los agregados obtenidos del polimero este-
rilizado cierta predisposicion a formar, con el tiempo, res-
tos floculados (reversibles) de mayor tamario.

CONCLUSIONES

1. El poli (VPAVG), al ser esterilizado con radiacion
gamma contintia mostrandose en el analisis de rayos X,
como una sustancia amorfa; no obstante en las particu-
las obtenidas con este polimero estéril y aquellas que
aun siendo elaboradas con polimero sin esterilizar pero
que fueron esterilizadas posteriormente, presentaron
importantes diferencias morfologicas con respecto a las
obtenidas de polimero sin esterilizar y exentas de cual-
quier proceso de esterilizacion final.

2. Con respecto al tamafio de las particulas obteni-
das con el polimero estéril y sin esterilizar, no se detecta-
ron diferencias significativas entre ellas; sin embargo se
observo que en los agregados obtenidos del polimero
esterilizado existia cierta predisposicion a formar, con el
tiempo, restos floculados (reversibles) de mayor tamano,
por lo que no se descarta la presencia de alguna alte-
racion en el polimero debido a la radiacion gamma.

3. El fosfato de dexametasona es degradado por la
radiacién gamma empleada a dosis de sobreesterili-
zacion.

4., Tanto el biomaterial como las particulas ya forma-
das son susceptibles a la radiacion gamma como méto-
do de esterilizacion. Por tanto, se debe acudir a otro
método que garantice su esterilidad final.
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5. Se propone la realizacion de ensayos mas espe-

cificos sobre el polimero poli (VPAVG) con el fin de
demostrar la evidente alteracion de éste ante el método
de esterilizacion utilizado.
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