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I. ANTECENDENTES Y JUSTIFICACION



Antecedentes y Justificacion

Las tendencias actuales tanto en medicina como en odontologia sugieren
que el acido polilactico (PLA), acido poliglicolico (PGA) y sus copolimeros son
materiales con una amplia aplicaciéon en el futuro. Se han encontrado una
multitud de usos de los polimeros preparados a partir de acido glicélico y lactico
en la industria médica, comenzando con las suturas biodegradables aprobadas
en la década de los ‘60. Desde entonces, han demostrado una cantidad de
aplicaciones en donde se incluyen la fijaciéon 6sea de dispositivos tales como
placas, tornillos, pernos, clavos, etc., asi como su utilizacién como andamios para

la reparacién de tejidos blandos y duros.!

Estos biomateriales se degradan in vivo mediante hidrdlisis en acido
lactico y acido glicdlico y luego se incorporan en el ciclo del acido tricarboxilico y
se excretan. El término degradacion denota una pérdida de masa debido a la
resorcion o disolucion del material, precipitado o acompafiado por una
reduccion en el peso molecular, los cambios en la configuracion estructural del
implante, y cambios en las propiedades mecanicas tales como la reduccion en la
resistencia y rigidez. Diversos factores que pueden influir en la degradacién in
vivo de PLA-PGA como lo son las caracteristicas del material fisicas y
geométricas, tejido anfitrion, condiciones hemodindmicas, enzimas y carga

funcional.?

Todos los materiales que van a ser utilizados en el campo
médico/odontologicos deben ser esterilizados después de su fabricacion y antes

de su colocacién quirdrgica para asi reducir el riesgo de infecciones y
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Antecedentes y Justificacion

complicaciones asociadas.? No obstante, la esterilizacion puede afectar

sustancialmente las propiedades fisicas de los polimeros bioabsorbibles.3-#

La esterilizacion constituye el proceso de destruccién o eliminacion de
todas las formas vivientes (patégenas o no) de la superficie de un material. Este
proceso destruye microorganismos causando una alteracidon de sus componentes
esenciales; en particular el mecanismo de la esterilizacion causa Ila
desnaturalizacion de las proteinas y del acido nucleico asi como el deterioro de
la membrana celular. El proceso de esterilizacién ideal debe asegurar la
esterilizaciéon de las superficies por un largo periodo de tiempo, ser de coste
reducido, facil y seguro de aplicar, rdpido y lo primordial, no causar alteracion

alguna en las propiedades del material a esterilizar.>

No importa cuan 6ptimo sea un biomaterial, siempre necesitara resistir al
ultimo paso de esterilizacion antes de ser utilizado. La esterilizacion y
estabilidad de sus propiedades, son necesarias para cualquier material utilizados
en la aplicacion médica.® De igual manera, la esterilizacion puede ser utilizada
como tratamiento para mejorar propiedades mecanicas y ajustar/adaptar las

propiedades superficiales de polimeros (biomateriales).2”

En la actualidad, existen diversos métodos de esterilizacion en donde
encontramos la esterilizaciéon por presidon de vapor, calor seco, gas de 6xido de
etileno (EtO), formaldehido, peréxido de hidrégeno (H:02), acido paracético,
radiaciéon gamma (y), radiacion beta/e-beam (13), etc. En la tabla 1 se muestran

las ventajas y desventajas de los principales métodos de esterilizacion.1-28-2
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e VENTAJAS DESVENTAJAS
ESTERILIZACION
Deformacién y degradacion
debido al vapor de agua.
. . Limitado uso para PLA-PGA. Los
Esterilizacion . . Lo . .
No deja residuos toxicos. materiales que son sensibles a
por vapor

(presion alta de

Tiempo de procesamiento
econdémico y corto.

altas temperaturasy ala
humedad, materiales oleosos,

vapor, 120- L.
11335,°C] Seguro para el medio ambiente. | materiales liquidos y

dispositivos eléctricos no se
pueden esterilizar por este
método.

No toxico y seguro para el

medio ambiente.

! Altas temperaturas durante
Polvos, parafina blanda y B L,
. ., o . largos periodos. La penetracion
Esterilizacion | glicerina se puede esterilizar

por calor seco
(160-190°C)

por este método.

Capacidad de penetrar soélidos.
La falta de la corrosién en el
caso de los metales de acero no
inoxidable

de calor tarda mucho tiempo en
dispositivos grandes. No
adecuado para polimeros ni
telas.

Esterilizacion
con oxido de
etileno (EtO)

Es preferible para aquellos
materiales que son sensibles al
calor. Ofrece una penetracion
completa dependiendo del uso
del gas permeable.

Bajo rango de temperatura

Tiempo de esterilizacién y
ventilacion largos debido ala
desgasificacion.. EtO es toxico,
cancerigeno, inflamable y
explosivo.

Es preferible para aquellos

Esterilizacion ) i Es toxico y cancerigeno por lo
materiales que son sensibles al L
con . . cual no debe utilizarse para la
; calor. No requiere periodos de L, L
Formaldehido L esterilizacion de liquidos.
ventilacion tras su uso.
Seguro para el medio ambiente
y es menos peligroso de
e ez manipular.
Esterilizacion

con Peroxido de
Hidrégeno
(H202)

Periodo de esterilizacion: 28
min a 74 min.

No es necesaria la ventilacion.
Adecuado para la esterilizacion
de materiales que son sensibles
a la temperatura.

No debe utilizarse para la
esterilizacion de liquidos.

Tabla 1. Técnicas de esterilizacion y su aplicacion. SAL: Nivel de garantia de

esterilidad 1-2.8-9
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TECNICA DE

ESTERILIZACION RERRRYES DESVENTAJAS

No es peligroso para el personal
y ni para el medio ambiente.
Proceso menos perjudicial que
la esterilizacion de vapor para Sé6lo uno o un pequeiio nimero
. . materiales delicados. de instrumentos se pueden
Esterilizacion . . .
. . Compatible con una amplia procesar en un ciclo. El uso de los
con acido

L. variedad de materiales materiales inmediatamente
peracético

plasticos, caucho, y los después del proceso de
elementos sensibles al calor. Es | esterilizacidon no es posible.
un proceso de un solo uso, no
hay posibilidad de
contaminacidn.

Es un método tecnoldgico

avanzado.

Es un método en frio, con un La tasa de dosis es mas baja que

Radiaciéon aumento de la temperatura es los rayos de e-beam (13).
Gamma tan leve. No tiene ninguna flexibilidad de

Tiene un alto SAL. dosis.

El control del método es muy

facil.

Método muy seguro.
Método de tecnologia avanzada.

Método en frio (aumento de la

Radiacion Beta Se necesita un acelerador de

(R)/e-beam temperatura es muy leve).

Tiene un alto SAL.
El control del método es muy

electrones que es muy raro.

facil.

Tabla 2. Técnicas de esterilizacion y su aplicacion. SAL: Nivel de garantia de

esterilidad CONTINUACION1-2.8-9

La literatura demuestra que los polimeros PLA-PGA, ademas de ser
susceptibles al dafio por la humedad y la radiacion, son sensibles al calor debido
a su naturaleza termoplastica. Por lo tanto, la seleccién de la técnica de
esterilizacién correcta para PLA-PGA es crucial para mantener estables sus

propiedades fisicas y mecanicas, y por lo tanto a su rendimiento in vivo.?
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La esterilizacion por radiacion tiene mas de 50 afos; durante este
periodo, el mercado de materiales y/o productos médicos han tenido un enorme
crecimiento, y con ello el uso de la radiacion como método de esterilizacion. De
igual forma, el proceso de radiacion ha sido utilizado en muchos sectores de la
economia internacional. En la actualidad, existen tecnologias bien establecidas
en el campo de la esterilizacion, creacion polimeros (tubos, cables, etc.),
vulcanizacion y la irradiacién para la higiene de ciertos alimentos. Entre el 40-
50% de los productos médicos manufacturados en paises desarrollados son
esterilizados mediante radiacion. Gran parte del atractivo de la esterilizacion
por radiacion se debe a la disminucién de la toxicidad a consecuencia de la

eliminacion de productos quimicos.? 10

Existen 2 tipos de radiacion que se utilizan para la esterilizacion, la
radiacion ionizante y la radiacion no ionizante. La radiacién ionizante se utilizd
por primera vez en 1985 y fue patentada en 1921.8 Se basa en el uso de ondas de
longitud corta y radiacion de alta intensidad para destruir los microorganismos.
Esta radiaciéon puede venir en forma de rayos gamma (y), rayos beta/e-beam (3)
o los rayos X, que reaccionan con el ADN del microorganismo causandole dafio
celular. La radiacién no ionizante utiliza una longitud de ondas largas y menor
energia. Como resultado, la radiaciéon no ionizante pierde la capacidad de
penetrar sustancias, y sélo se puede utilizar para la esterilizacién de superficies.
La forma mas comun de la radiacion no ionizante es la luz ultravioleta, que se
utiliza de diferentes maneras.811-12

La esterilizacion por radiacion inactiva a los microorganismos bien sea

por destruccién del ADN microbiana (muerte) o por una reaccién quimica
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indirecta. La esterilizacion por radiacion es por lo tanto, el inico proceso que
permite que los productos, incluyendo su embalaje, ser esterilizado sin ningin
aumento apreciable de la temperatura y sin el uso de productos quimicos, que
usualmente implica residuos tdxicos.811

La radiaciéon beta y gamma son adecuadas para la esterilizacion. La
principal diferencia entre ellos reside en su profundidad de penetraciéon de los
materiales y sus tasas de dosis.?

La esterilizacion por rayos beta es un proceso basado en electricidad; es
dada a altas dosis y se aplica a través de un haz de electrones de alta tension de
un acelerador lineal. Estos electrones libres, penetran en el material antes de ser
detenidos por colisiones con otros atomos. Es por esto, que su utilidad en la
esterilizacidn se ve limitada al espesor (densidad) del objeto y a la energia de los
electrones. Estos electrones libres producen su efecto ionizando los atomos que
lleguen, produciendo electrones secundarios que matan los microorganismos. No
obstante, tiene la ventaja de que al ser aplicada a alta dosis (fuente de energia
alta) la esterilizacién que se puede administrar individualmente y en pocos

segundos.811-13 (Fig. 1)

.B_

ELECTRON

B_
’.

NEUTRON ~ 2

PROTON

Fig 1. Particula de radiacion beta
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La radiacién gamma es la aplicacion de radiacion electromagnética
(rayos gamma) emitida desde isétopos radiactivos tales como cobalto 60 (60Co)
y el cesio 137 (137Cs). Son ondas electromagnéticas, que tienen la capacidad de
penetrar una distancia mucho mayor que los rayos beta antes de perder su
energia de colision debido a que viajan con la velocidad de la luz, que debe pasar
a través de un espesor que mide varios metros antes de hacer colisiones
suficientes para perder toda su energia. Tiene alta capacidad de penetracion a
dosis bajas, sin embargo, dependiendo de la cantidad de cobalto 60, el proceso de
esterilizaciéon puede tardar varias horas e incluso dias para acumular una dosis
alta; por lo tanto una esterilizacién individual de materiales no es posible.8 11-12,

14 (Fig 2).

Fig 2. Ondas electromagnéticas de rayos gamma

En general, para ambas radiaciones 25 kGy se define como la dosis de
referencia que garantiza un SAL de 106 1315 Esta dosis se mide en kiloGray (kGy)
unidades, que cuantifican la energia absorbida de la radiacién (un Gray es la
absorcion de un Joule de energia de radiacion por un kilogramo de la materia

(uno kGy = un joule/gramo).!* Diferentes estudios, han demostrado que
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irradiaciones a dosis >20 kGy causan deterioro de las propiedades
estructurales y biomecanicas de injertos de tejido blando.16-17 Por otra parte,
estudios como el de Pruss y cols.!® indican que una irradiacién <20 kGy es
suficiente para eliminar los agentes patogenos bacterianos, pero que dosis
superiores a los 30 kGy aseguran la esterilidad del tejido, en especial contra
ciertos patégenos. Sin embargo, autores como Lietman y cols.1® encontraron que
en aloinjertos irradiados a 25 kGy aument6 drasticamente la tasa de fracturas de
aloinjertos (39%) en comparacion con los aloinjertos no irradiados (18%). De
igual manera, la irradiacidn a la dosis estandar también reduce la osteoinduccion
y osteoconduccidn?0-21 de aloinjertos, provocando retrasos significativos en la
incorporacién del aloinjerto al huésped.22 Por otra parte, Ozer y cols.23
demostraron en su estudio que no son necesarias dosis de 25 kGy de radiacion
gamma para el proceso de esterilizacion de farmacos como el diclofenac sédico.

La interaccion de estas radiaciones con la materia es basicamente la
misma para los rayos gamma como para los rayos beta. La diferencia reside, en el
hecho, de que la rayos gamma son una forma de radiacion electromagnética que
se caracteriza por una alta penetracién en la materia, a una dosis muy baja
(kGy/h). Por el contrario, los rayos beta son una forma de radiacién
caracterizada por una baja penetracion en la materia, pero a una tasa de dosis
muy alta (kGy/s).24

Debido a que la esterilizacion por rayos beta se puede llevar a cabo en
segundos se convierte en un proceso de esterilizacién mas rentable siendo entre
el 30% a 40% menos costoso que el procesamiento por rayos gamma el cual

puede tomar desde minutos a dias enteros para completar el proceso.1.810.25
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No obstante, Kaminski y cols.?2® en su estudio sobre la irradiacion
gamma en aloinjertos encontraron que debido a la mejor penetrabilidad de estos
rayos al interior del material, existe una distribucién mas uniforme de la dosis en
el interior de los injertos.

Algunos materiales y productos sensibles a efectos oxidativos, muestran
los niveles de tolerancia a la radiacion por e-beam ligeramente superiores a la
exposiciéon a radiacion gamma. Esto es debido a las tasas de dosis mas altas y
tiempos de exposicion mas cortos de la irradiacion por rayos beta ha
demostrado ser util para reducir los efectos degradantes de oxigeno.

De igual forma, en debido a los problemas crecientes relacionados con la
gestion de los radioisétopos (suministro, transporte, eliminacion, imposibilidad
para revertir la radiacién), se espera que la esterilizacion gamma sera
reemplazado gradualmente por rayos beta y rayos x. 1.8

La efectividad de éstos métodos de esterilizacion sobre distintos tipos de
materiales ha sido evaluada por diversos autores; la mayoria de éstos estudios
han examinado la aplicacion de estas radiaciones sobre aloinjertos (tejido duro
y/o blando), pero debido al alto incremento de materiales nuevos en el mercado
éstas técnicas se han venido aplicando sobre ellos para comprobar su fiabilidad.

En 1999, Hamer y cols.?” encontraron que el hueso irradiado a -78 °C era
menos fragil y mostrando menos dafio del colageno que cuando se irradian a
temperatura ambiente, mientras que Grieb y cols.?8 en 2005 concluyeron que la
irradiacién gamma a muy bajas temperaturas reduce la generacién y difusion de
los radicales libres. En 2008, Baisly y cols.?? evaluaron las distintas dosis (18.3-

28.5 kGy) de radiaciéon gamma en presencia de bajas temperaturas en el proceso

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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de esterilizacién de injertos de tejido blando y duro. Concluyeron que la
aplicacion de dosis bajas es mejor para los tejidos blandos y que no hay

diferencias significativas entre las dos dosis cuando se le aplican al tejido duro.

Kaminski y cols.3? en 2012, evaluaron la accion de la temperatura sobre
los rayos beta a dosis entre 25-35 kGy unicamente tejidos duros de fémur,
concluyendo que la utilizaciéon de hielo seco en este proceso no tiene efectos
significativos consistentes sobre las propiedades mecanicas evaluadas de anillos

de hueso compacto.

En 2013, Nguyen y cols.31 a través de la inoculaciéon de bacterias sobre
aloinjertos demostraron que dosis de radiacion gamma entre 5 y 15 kGy mejoran
el rendimiento mecanico del injerto asi como la promocién de su integracion
concluyendo que no son necesarias dosis de 25 kGy para mantener la calidad del

tejido 6seo como unos niveles de esterilidad satisfactorios.

Segin Nguyen y cols.3?2 en la actualidad, no existe un consenso
internacional sobre cual es el método de esterilizacién 6ptimo para los
aloinjertos. La radiaciéon gamma a dosis entre 15 y 35 kGy ha sido adoptada
debido a su eficacia en la esterilizacion y porque posee buena capacidad
penetracion.

En 1996, Zhang y cols.33 analizaron la composicién quimica/fisica y la
respuesta bioldgica de dos materiales poliméricos (silicona y poliuretano)
esterilizados mediante rayos beta, vapor o 6xido de etileno, tras su implantacion
en ratas. Encontraron que ninguna de los dos materiales se habian degradado o

reticulado en un grado apreciable bajo ninguno de los tres métodos de

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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esterilizacion. En cuanto a la respuesta bioldgica, a los 10 dias, hallaron
diferencias en cuanto a numero de células y grosor de la capsula periimplantaria,
ésta capsula era mas delgada en aquellos materiales esterilizados con EtO y e-
beam que en los esterilizados por vapor. A los 90 dias, no habia evidencia de

reaccion inflamatoria.

En un estudio in vitro realizado por Nuutinen y cols. en 2002,3 evaluaron
los diversos efectos en las propiedades mecanicas y fisicas de fibras
autoreforzadas de acido polilactico (PLA) cuando a estas se le aplicaban 4
meétodos de esterilizacidn diferentes -plasma, oxido de etileno, radiacién gamma
(25kGy a temperatura ambiente, 25 kGy + hielo seco y doble irradiaciéon a 25
kGy) y radiacion beta (15, 25 y 55 kGy). Concluyendo en cuanto a los métodos
de radiacion, que la esterilizacion por este medio tiene un efecto considerable
sobre las propiedades mecanicas y la viscosidad intrinseca del PLA y que la dosis
de gamma y e-beam con el tiempo provoca una mayor pérdida en las
propiedades mecanicas durante la degradaciéon in vitro. De igual forma, la
disminucién de la temperatura tiene un minimo efecto durante el tratamiento

por rayos gamma.

Montanari y cols.3* en 2003 compararon el efecto de irradiaciéon beta y
gamma (25kGy) sobre microesferas de polilactico-glicdlico (PLGA) que
contenian diferentes concentraciones de bupivacaina. Obtuvieron que las
microesferas tratadas con rayos gamma fueron mas sensible; pero que los

efectos sobre la esterilizacion son basicamente los mismos con ambos métodos.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.

12



Antecedentes y Justificacion

De igual forma, en 2004 se realizé un estudio que analiz6 la influencia
de la esterilizacién por rayos beta sobre las propiedades sobre la membrana del
chitosan/ proteinas de soya; no se detectaron cambios sustanciales en las
propiedades estudiadas, con excepciéon de la energia de superficie que se
encontr6 aumentada ligeramente en aquellos casos en donde se aplicaron dosis
mas altas.35 Este mismo afio, el equipo de Oliveira y cols.,® evalué la influencia de
diferentes dosis de rayos beta sobre polimeros biodegradables de base de
almidon concluyendo que las distintas dosis de radiacion no afectan
significativamente las propiedades mecanicas.

Varios autores concluyen que debido a que la penetracion de la radiacion
beta es menor que en el caso de radiacién gamma, la utilizacion del e-beam seria
ventajoso para preservar las propiedades mecanicas de los polimeros
biodegradables. 36-37

A través de este recorrido bibliografico, queda puesto en evidencia que
las técnicas de esterilizaciéon por radiaciéon pueden afectar las propiedades
mecanicas y fisicas de los distintos polimeros, en nuestro caso PLA-PGA. Es por
ello que es importante investigar la estabilidad del material después de la
esterilizacion para determinar cual es el método de esterilizacion mas
conveniente.

De esta forma, consideramos conveniente y justificado la realizacion de
este proyecto de investigacién con dos diferentes técnicas de esterilizacion por
radiacion para conocer si alguna de ellas ofrecen ventaja en cuanto

eficacia/precio respecto a la otra.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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Hipotesis y Objetivos

II.1 HIPOTESIS:

La esterilizacion por radiacion beta proporciona un SAL (Nivel de garantia
de esterilidad) eficaz sin alterar las propiedades del biopolimero a un menor

periodo de tiempo en comparacién a la radiacién gamma.

I.Z OBJETIVOS:

1. Validar el método para la determinacién de endotoxinas en los
copolimeros de acido lactico/glicolico y copolimeros de acido
lactico/lactico mediante el método cinético cromogénico.

2. Verificar la eficacia de esterilizacion mediante radiaciéon gamma y

radiacion beta a diferentes dosis de radiacion.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.



I11. MATERIAL Y METODO



Material y Método

III.1 MATERIALES

II1.1.1 Biopolimeros:

En el presente estudio se utilizaron dos copolimeros:
e 75/25 DL-lactico/glicélico (PURASORB® PDLA 7502A).
e 70/30 L-lactico/DL-lactico (PURASORB® PLDL 7028).
En una primera fase se utilizaron 9 viales de copolimero 75/25 DL-
lactico/glicolico.

En una segunda fase se analizaron 30 muestras de cada copolimeros.

Fig. 3. Muestras lactico/glicélico y lactico/lactico

I11.1.2 Reactivos:

Lisado liofilizado.

Lisado reconstituido.

Endotoxina E.coli 055:B5 liofilizada.

Agua LAL.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta. 17
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I11.1.3 Medios de cultivo

* Placas de Agar de Caseina y Soja (TSA).
* (aldo de Caseina y Soja en frascos de 100ml.

* Medio fluido de Thioglicolato en frascos de 100mL.

I11.1.4 Microorganismos de ensayo

* Bacillus pumilus ATCC 27142 en solucion al 40% de etanol.

Concentracidn teorica de 2,0 x10° UFC/0,1mL.

II1.1.5 Radiacion:

* Radiacion Gamma a dosis de 15 y 25 kGy (ARAGOGAMMA S. A

Barcelona- Espafia).
* Radiacion beta (electrones) a dosis de 10, 15y 25 kGy con una energia de

10 MeV (MEVION TECHNOLOGY SL Soria - Espafa).

II1.1.6 Aparatos:

* (abina de flujo laminar.

* Rampa de filtracion.

* Estufa de incubacién 20-25°C y 30-35°C.

* Lector de placas ELx808 cse; preparado para incubar, a 37 °C, placas
conteniendo distintas muestras y realizar medidas
de densidad éptica a 405nm a intervalos regulares

(Software WinKQCL Versién 5.1.1) (Fig.4)

Fig. 4 Lector de placas E1x808

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta. 18



Material y Método

* Pipetas.
* Agitador tipo “Vértex”. (Fig 5)

e Crondémetro

* Estufa regulable (SELECTA)

Fig. 5 Agitador tipo Vértex

I11.2 METODO

El siguiente estudio se realiz6 en dos fases, en una primera fase se valido
el método para la determinacion de endotoxinas y una segunda fase en la cual se
verifico la eficacia de la radiacién gamma y radiacion beta a diferentes dosis de

radiacion.

I11.2.1 PRIMERA FASE

Se utilizaron 9 viales con el mismo contenido de copolimero 75/25 DL-
lactico/glicolico (PURASORB® PDLA 7502A) y copolimero 70/30 L-lactico/DL-
lactico (PURASORB® PLDL 7028) (Corbion Purac Biomaterials - Holanda)

distribuidos en 3 muestras A, By C de 3 viales cada una.

I11.2.1.1 Preparacion de la muestra

1. Se realiz6 un lavado del contenido de cada vial afiadiendo 2mL de agua
LAL, obteniendo asi una concentracion del agua de extraccion (vial/mL).

2. Se cerrd el vial a analizar y se agitd vigorosamente durante 2 minutos
para favorecer la extraccion de la endotoxina de la superficie del material objeto

de estudio al agua LAL.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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Material y Método

3. La deteccién de endotoxinas se realiz6 directamente sobre el agua de
extraccion (o lavado) de cada una de las tres muestras A, B y C; y sobre un
minimo de 3 diluciones de cada una de ellas. Estas diluciones no debian superar
la maxima dilucion valida (M. D. V.).

La M. D. V se define como la dilucién del producto mas alta que nos permite
un resultado inferior a la concentracion de endotoxina expresado por vial.

En nuestro caso, la M. D. V fue: 1/10

I11.2.1.2 Control positivo (PP(C)

PPC: control positivo del producto. Se obtuvo afadiendo una
concentracion conocida de endotoxina a la solucion de ensayo. De esta forma se
pudo detectar si existian interferencias (inhibicidon o activacién) del producto
objeto de estudio sobre la reaccién de ensayo. En el presente estudio el PPC fue
de 0,5 EU/mL.

Recuperacion de endotoxina: el valor de endotoxina detectado en el
PPC al que se le resto el valor de endotoxina detectado en el producto. Segtiin
Farmacopea Europea debia ser superior al 50% e inferior al 200% del valor de

endotoxina anadido.

I11.2.1.3 Criterios del ensayo: aceptacion/rechazo

El siguiente estudio se consideré valido cuando se cumplieron las
siguientes condiciones en cuanto a la curva de calibraciéon y el control de

calidad: (ver TABLA 1).

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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ACEPTACION | RECHAZO
El resultado del blanco <0,005 >0,005
EU/mL EU/mL
C:lljl;\lii(l:)ll(i’m El coeficiente dec;(?‘l;;elacmn (r)dela Ir130,980. 11 0,980.
El coeficiente de var1ac1?n .entre los <10%. > 10%
resultados de las réplicas
El coeficiente de variacion entre los
resultados de las réplicas de cada < 10%. >10%
solucion
CONTROL DE El coeficiente de variacion entre los
CALIDAD resultados de las réplicas del PPC de cada < 10%. >10%
solucion
El valor de endotoxina detectado en el Entre 50- <50
control positivo (PPC) de cada dilucion 200% >200%

TABLA 1. Criterios de aceptacién/rechazo en curva de calibracién y control de calidad

111.2.2 SEGUNDA FASE

Una vez validado el

procedimiento para la determinacién de

endotoxinas, se procedio a una segunda fase en la cual se utilizaron 30 muestras

de copolimeros de acido lactico/glicolico y 30 muestras de copolimeros de acido

lactico/lactico ambas en envases vial 4mL. Se comenzd por:

I11.2.2.1 Inoculacion de las piezas

Las piezas fueron inoculadas con 0,1 mL de una
suspension de esporas de Bacillus pumilus, a una
concentracion teorica de 2,0x10® UCF/0,1mL, siendo
remitidas para que fueran sometidas a las dosis de
radiacion definidas. (Fig 6)

Fig 6. Inoculacién de las muestras.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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Al momento de la inoculacion se realiz6 un recuento de la suspension
inoculada en placas de TSA incubadas durante 72 horas. El resultado fue de

3,8x10°UFC/0,1mL.

I11.2.2.2 Analisis realizados sobre las piezas inoculadas tras ser irradiadas.

Las 60 muestras analizadas fueron sometidas a diferentes dosis de
radiacion.
* Radiacion Gamma (15 y 25 kGy). (ver TABLA 2)
* Radiacion Beta (10, 15y 25 kGy). (ver TABLA 3)

La esterilizacion se llevo a cabo a una temperatura ambiente de 25°C.

El control de esterilidad se realizé segtun el ISO 11737-2 (Fig. 7 y 8)
mientras que el control de las endotoxinas se realizo utilizando el método
cinético cromogénico segin Farmacopea Europea. Ambos controles se
realizaron de acuerdo con la validacién realizada en la primera fase de éste

estudio.

Recipiente estéril -
A =
Muest éril Incubacion

empaquetada La inmersion de la

muestra en el medio
de cultivo
Evaluaciéon de la

proliferacién

Fig 7. Test de esterilidad para detectar la presencia de bacterias viables en el producto
después de la esterilizacion.
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Material y Método

Fig 8. Incubacion de las muestras de Lactico-lactico irradiadas con (a) rayos

betay (b) rayos gamma a dosis de 15 kGy.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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RADIACION GAMMA (TABLA 2)

MUESTRAS MUESTRAS MU:: AS;ARAS
MUESTRA RADIACION PARA PARA CONTROL DE TIEMPO | TOTAL

BIOBURDEN | ENDOTOXINAS ESTERILIDAD
Lactico/glicdlico | 15 KGY 1 3 2 5h 55’ 6
Lactico/lactico 15 KGY 1 3 2 5h 55’ 6
Lactico/glicdlico | 25 KGY 1 3 2 6h 52’ 6
Lactico/lactico 25 KGY 1 3 2 6h 52’ 6
24

RADIACION ELECTRONES (BETA) (TABLA 3)

MUESTRAS MUESTRAS MU:: AS;ARAS
MUESTRA RADIACION PARA PARA CONTROL DE TIEMPO | TOTAL
BIOBURDEN | ENDOTOXINAS ESTERILIDAD
Lactico/glicdlico | 10 KGY 1 3 2 5 min
Lactico/lactico 10 KGY 1 3 2 5 min
Lactico/glicélico | 15 KGY 1 3 2 5 min 6
Lactico/lactico 15 KGY 1 3 2 5 min 6
Lactico/glicdlico | 25 KGY 1 3 2 5 min 6
Lactico/lactico 25 KGY 1 3 2 5 min 6
36

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta. 24
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Resultados

IV.1 PRIMERA FASE

La primera aproximacion se realiz6 con un tnico vial de la muestra A
hidratado con 2 mL de agua LAL. Se probaron las diluciones 1/10 y 1/100 en
agua LAL del agua de extraccion. El coeficiente de correlacién de la curva fue de
-0,999.

Una vez obtenidos estos resultados, se eligieron las diluciones 1/5, 1/10,
1/100 y se probd directamente el agua de extraccién sin diluir de todos los
viales.

Un mes después, se procesaron las soluciones de extraccion
homogeneizadas y sus diluciones de las muestras B y C. En este ensayo, también
se analizo la solucién de extraccion homogeneizada de la muestra A y su dilucion
1/5. El coeficiente de correlacién de la curva fue de -0,999.

El control fue <0,005 EU/mL para el agua LAL en todos los ensayos de
esta validacidn.

A continuacidn se indican los valores de recuperacion de endotoxina:

DILUCION DIRECTA 1/5 1/10 1/100
Recuperacién
MUESTRA A | Endotoxina (EU/mL) 0,472 0,510 0,547 0,558
% Recuperacion 9% 51% 109% 112%
Recuperacién
MUESTRA B | Endotoxina (EU/mL) 0,537 0,525 0,512 0,488
% Recuperacion 107% 105% 102% 98%
Recuperacién
MUESTRA C | Endotoxina (EU/mL) 0,0667 0,488 0,498 0,513
% Recuperacion 13% 98% 100% 103%

TABLA 4. Valores de recuperacion de endotoxina

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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Obtenidos estos valores, se concluy6 que para los ensayos rutinarios de los
copolimeros 75/25 DL-lactico/glicolico y 70/30 L-lactico/DL-lactico se debe
realizar el ensayo a una diluciéon de 1/10 del agua de extraccion homogeneizada
obtenida del lavado del contenido de cada uno de los tres viales con 2ZmL de agua
LAL.

Una vez concluido este proceso experimental, quedé demostrado la no

interferencia del diluyente utilizado en el ensayo.

IV.1 SEGUNDA FASE

Concluida la fase de radiacién de las 60 muestras se obtuvieron los
siguientes resultados: (TABLAS 5y 6).

En cuanto a las dosis de radiacion, a 10 kGy no se cumplieron los criterios
de esterilidad obteniendo <0,1 EU/VIAL para ambos copolimeros.

Transcurridas las 5 horas 55 minutos de radiacion gamma a dosis de 15
kGy se encontr6 que el acido lactico/glicolico cumplié el control de esterilidad
mientras que el acido lactico/lactico no lo cumplié consiguiendo cifras de 0,116
y 0,157 EU/VIAL respectivamente. En cuanto a la radiacién beta a esta misma
dosis de irradiacién ocurri6 exactamente lo mismo que con la radiaciéon gamma;
el acido lactico/glicélico cumplié el control de esterilidad con una cifra <0,1
EU/VIAL mientras que el acido lactico/lactico no lo cumplié encontrando una
cifrade 0,222 EU/VIAL.

Finalmente, la primera dosis de radiacion gamma (6 horas 52 minutos) y

radiacion beta que consiguié asegurar la esterilidad de las 2 muestras para los

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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dos copolimeros fue la de 25KGy. Obteniendo en ambas radiaciones cifras
<0,1 EU/VIAL. No obstante, aunque la dosis de radiacion fue la adecuada, se hallé
que algunas muestras se habia plastificado debido al tipo de vial utilizado
(vidrio) ya que este material paso su Tg (temperatura de transicién vitrea). De
igual forma, algunas de estas muestras se encontraron pegadas a las paredes del
vial debido a la carga electrostatica ya que el vidrio transfirié y mantuvo el calor.
(Fig9)

La deteccidn de endotoxinas, mayoritariamente fue de <0,1 EU/VIAL. En
tres casos se detectaron endotoxinas, pero no parece haber relacién entre estos
casos y la presencia de contaminacion detectada en el correspondiente control
de esterilidad. Esto se debe a que las endotoxinas son sustancias
lipopolisacaridas liberadas de la pared celular externa de las bacterias Gram
negativas. Los microorganismos inoculados en este ensayo eran bacilos Gram
positivos, por lo tanto no podian generar endotoxinas. Las endotoxinas
detectadas podrian provenir de otras bacterias presentes antes de inocular las

muestras.

Fig 9. Acido Lactico-lactico
(a) Radiacion Beta 25 kGy.

(b) Radiacion Gamma 25 kGy.

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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RESULTADOS DEL CONTROL DE ESTERILIDAD (TABLA 5)

. CONTROL DE ESTERILIDAD
MUESTRA RADIACION CUMPLE NO CUMPLE
Lactico/glicélico Electrones 10 KGy X
Lactico/lactico Electrones 10 KGy X
Lactico/glicélico Electrones 15 KGy v
Lactico/lactico Electrones 15 KGy X
Lactico/glicélico Electrones 25 KGy v
Lactico/lactico Electrones 25 KGy v
Lactico/glicélico Gamma 15 KGy v
Lactico/lactico Gamma 15 KGy X
Lactico/glicélico Gamma 25 KGy v
Lactico/lactico Gamma 25 KGy v

RESULTADOS DE LA DETECCION DE ENDOTOXINAS (TABLA 6)

MUESTRA RADIACION CONTROL DE ESTERILIDAD
Lactico/glicélico Electrones 10 KGy <0,1 EU/VIAL
Lactico/lactico Electrones 10 KGy <0,1 EU/VIAL
Lactico/glicélico Electrones 15 KGy <0,1 EU/VIAL
Lactico/lactico Electrones 15 KGy 0,222 EU/VIAL*
Lactico/glicélico Electrones 25 KGy <0,1 EU/VIAL
Lactico/lactico Electrones 25 KGy <0,1 EU/VIAL
Lactico/glicélico Gamma 15 KGy 0,116 EU/VIAL*
Lactico/lactico Gamma 15 KGy 0,157 EU/VIAL*
Lactico/glicélico Gamma 25 KGy <0,1 EU/VIAL
Lactico/lactico Gamma 25 KGy <0,1 EU/VIAL

* deteccion de endotoxinas

Esterilizacion de PLA- PGA mediante Radiacion Gamma y Radiacién Beta.
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Discusion

La esterilizacion es proceso fundamental al que deben someterse todos
los productos sanitarios. La eleccidon de un proceso de esterilizaciéon adecuado es
esencial cuando los biomateriales son considerados para uso clinico.38

La radiacion es un método que durante los dltimos afios ha ido ganando
terreno en el campo de la esterilizacion principalmente en productos
farmacologicos, dispositivos médicos y alimentacion. 8 1939 La radiacion beta y
gamma son adecuadas para la esterilizacion. La principal diferencia entre ellos
reside en su profundidad de penetracion de los materiales y sus tasas de dosis.?

Es importante, establecer el tipo de radiacion, dosis, vial, temperatura de
la habitacién y tiempo de exposicion a los que se somete un material ya que son
factores determinantes para el proceso de esterilizacion debido a que pueden
causar beneficios o dafios en el biomaterial de estudio.3’

En el presente estudio, las muestras de PLA-PGA se sometieron a
diferentes dosis de radiaciéon gamma (15 y 25 kGy) y radiacion beta (10, 15y 25
kGy). Es conocido que dosis entre 5 y 25 kGy son suficientes para proporcionar
la esterilizacion. A menores dosis existe menor posibilidad de dafios en el
material, no obstante no proporcionan un SAL de 10-6.3%8 De la misma manera,
sucedid en estudios como el de Montanari y cols,3* Faraj y cols38y Dorati y cols*0
en donde sometieron diferentes copolimeros a una dosis de radiacion gamma
y/o radiacion beta maxima de 25 kGy basadndose en que esta dosis es la que
proporciona una esterilizacion, la aprueba Agencia Europea de Medicina y es la
mdas utilizada en la industria farmacéutica.!31542 Demostrando asi la

concordancia que se encontr6 en cuanto a la dosis de esterilizacion minima que
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proporciond la esterilizacion de los biomateriales utilizados en este estudio.
No obstante, es importante recalcar que en estudios como el de Jo y cols*! se
llegaron a usar dosis de radiacién entre los 25 y 500 kGy ya que buscaban
demostrar el comportamiento en degradaciéon de un copolimero polilactido-
glicélico dependiendo de las diferentes dosis de irradiacion.

Como se observo en este estudio, el tipo de vial en donde se irradia la
muestra es muy importante ya que puede alterar las caracteristicas fisico-
quimicas del biomaterial. En nuestro caso, algunas muestras se plastificaron y
pegaron a la pared del vial debido a la Tg (temperatura de transicién vitrea).
Numerosos estudios certifican que la temperatura o condiciones ambientales no
tienen un efecto significativo en el proceso de esterilizacion.?8-30 Sin embargo, es
importante tener en cuenta que autores como Dorati y cols* muestran
evidencia de como el vial y el ambiente influyen en el resultado de una
esterilizacién. En su estudio, tenian 3 grupos experimentales a los cuales se les
sometid a radiacién gamma a dosis de 25 kGy en viales de vidrio. A un grupo se
le coloc6 a 4°Cy a los dos grupos restantes, inmediatamente concluida la fase de
radiacion, se le abrieron las tapas dejando asi que las muestras se oxigenaran
unas a temperatura ambiente y otro a 4°C concluyendo que la presencia de
oxigeno durante el proceso de irradiacion influye en la entidad del dafo de la
radiacion y la estabilidad de los polimeros después de la esterilizacion. De la
misma forma, en otro estudio se asegura que la presencia de oxigeno en el
proceso de radiacion puede causar degradacion del producto debido a que el
oxigeno puede acelerar el proceso de enfriamiento del material. Dependiendo de
las propiedades del polimero, éste puede cambiar de color debido a la formacién

de enlaces dobles.3° En 2004, Colak y cols, realizaron un estudio donde evaluaron
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cuales eran los efectos de diferentes temperaturas de ambiente cuando se
aplicaban dosis de entre 5 y 50 kGy de radiaciéon gamma a sulfacetamida so6dica
encontrando que éste material era generalmente estable a temperatura
ambiente pero ligeramente inestable cuando esta temperatura era superior.

La radiacidn beta a una dosis de 10 kGy no alcanz6 una esterilizacion
aceptable para ninguno de los dos grupos de estudio; la esterilizacion por
radiacion por ambos métodos a 15 kGy solo fue valida para el caso del
copolimero de acido lactico-glicolico; esto puede deberse a que éste producto
posee un menor peso molecular que el acido lactico-lactico. La dosis de 25kGy de
radiacion gamma y radiacion beta fue la que logré la esterilizacion de ambos
copolimeros pero con una significativa diferencia en cuanto al tiempo de
exposiciéon. El tiempo de exposicidn necesario para concluir un proceso de
esterilizacién es un factor importante ya que podria conllevar grandes beneficios
tanto para los profesionales como industrias. En nuestro estudio, la radiacién
por rayos gamma para una dosis de 15 y 25 kGy necesité 5 horas 55 minutos y 6
horas 52 minutos respectivamente para terminar su ciclo de esterilizacion.
(>dosis>tiempo de exposicién). Por otra parte, las 3 dosis de radiacion beta
utilizadas en éste estudio solamente necesitaron entre 3 y 5 minutos para
finalizar la fase de esterilizacion.

La radiacién gamma necesitd 6 horas 52 minutos para finalizar el proceso
de esterilizacion; no obstante, la radiacion beta logré lo mismos resultados a una
misma dosis de irradiacién pero tinicamente con 3-5 minutos de exposicién. Este
dato es un resultado bastante favorable para la radiaciéon beta, ya que la
convierte en un proceso de esterilizacion mas rentable en relaciéon a la radiacion

gamma. Hay que tener el cuenta, que el proceso de esterilizacion de polimero por
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radiacion no es econdmico en muchos paises por lo que reducir el tiempo de
exposiciéon posiblemente abarataria los costes de esterilizacién.39 43

Sin embargo, la radiacion gamma puede lograr penetrar dentro de
estructuras de mayor tamafio y de formas mas complejas con la ventaja de no
tener que exponer materiales/equipos delicados a altas temperaturas.® La
radiacion gamma se propaga a través de ondas mientras que la radiacién beta se
propaga a través de particulas, es por ésta razdn que los rayos gamma son

capaces de penetrar superficies mas gruesas.®11-13 (Fig. 11)

BETA

GAMMA

Ropa Gruesa
Madera Densa
Laminas Metdlicas |20,

Pared Plomo
Concreto
Pared Gruesa

Fig 11. Capacidad de penetracion de la radiacién gamma y la radiacion beta.

Con este estudio preliminar se pretendi6 determinar la dosis de radiacién
(gamma y beta) ideal para la esterilizacion de los copolimeros de acido
lactico/glicolico y lactico/lactico. En un futuro, es necesario la realizacion de un
trabajo de investigacion que estudie a profundidad las alteraciones fisico-
quimicas que sufren estos biomateriales al ser irradiados a diferentes dosis de

rayos gamma y rayos beta.
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Conclusiones

La radiacion beta proporciona un SAL (Nivel de garantia de esterilidad)
eficaz a 25 kGy a un menor periodo de tiempo en comparacion a la
radiacion beta; pero altera las propiedades de los biopolimeros
estudiados.

El método para la determinacion de endotoxina en los copolimeros de
acido lactico/lactico y copolimeros de acido lactico/glicolico mediante el
meétodo cinético cromogénico es valido.

La dosis eficaz para proporcionar la esterilizacion de los copolimeros de
acido lactico/lactico y lactico/glicolico tanto con radiacién beta como con

radiaciéon gamma es de 25 kGy.
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