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Introduccién y Objetivos

La estructura primaria de la elastina natural
contiene  numerosas repeticiones de
pequefas secuencias peptidicas; entre las
secuencias que se repiten destaca la
VPGVG (G= Glicina, V = Valina y P=
Prolina). Tomando como mondmero esta
secuencia, se ha sintetizado el polimero
poli(VPGVG), material cabeza de grupo de
los materiales  bioelasticos'”.  Estos
materiales son polimeros sintéticos de
naturaleza polipeptidica, inicialmente
disefados y sintetizados como versiones
simplificadas de la elastina natural y
propuestos como vehiculos potenciales para
la dosificacion de farmacos®. Estos
biomateriales se caracterizan por presentar
una excelente biocompatibilidad, que ha
sido reflejada en los tests biolégicos
recomendados por la "American Society for
Testing of Materials" (ASTM), ya que el
sistema inmune no es capaz de
diferenciarlos de la elastina natural .
Ademas, estos biopolimeros se caracterizan
por poseer las propiedades mecanicas de la
elastina natural, siendo capaces de
transformar distintos tipos de energia en
trabajo mecanico. Dicha transformacion,
puede ser consecuencia de cambios del
entorno (variacion de pH, temperatura, etc.).
Esta propiedad tiene su origen en la
transicion de fase que los polimeros
derivados de la elastina  pueden
experimentar en medios acuosos y que se
denomina temperatura de transicion inversa
(Ty). Estos polipéptidos, a temperaturas por
debajo de la temperatura de transicion (Ty),
adoptan una disposicibn desordenada y
relativamente extendida. Sin embargo, a

temperaturas por encima de la (Ty) el
polimero sufre una ordenacion
intramolecular, adoptando una estructura
helicoidal ordenada. El poli (Valina-Prolina-
Alanina- Valina- Glicina) [VPAVG] pertenece
a esta familia de biopolimeros. La
temperatura de transicion inversa para este
polipéptido se encuentra proxima a 30°C .
Un problema especialmente dificil en el
tratamiento de las enfermedades que
afectan al segmento posterior del ojo es la
dificultad de acceso del farmaco al vitreo.
Para un tratamiento eficaz se tiene que
recurrir, en numerosas ocasiones, al
depdsito directo del farmaco mediante la
administracion de inyecciones intravitreas.
Sin embargo, la administracion sucesiva de
inyecciones no esta exenta de riesgos y
lleva inherentes efectos secundarios tales
como desprendimiento de retina,
hemorragias intravitreas, endoftalmitis y
cataratas. Por las razones anteriormente
mencionadas, resulta de gran interés el
desarrollo de sistemas de cesion controlada
de farmacos con el objeto de conseguir
concentraciones eficaces, en el lugar de
accion, durante un periodo de tiempo
prolongado con una sola administracion del
preparado.

Aunque existen, hasta el momento, distintos
biopolimeros utilizados para la fabricacion
de estos dispositivos, el desarrollo de
nuevos biomateriales, que ademas de
modular la cesibn sean altamente
biocompatibles y exentos de toxicidad,
resultan de especial interés.

El objetivo de este proyecto ha sido evaluar
la tolerancia del polimero poli(VPAVG),



como vehiculo para la administracion de
farmacos por via intravitrea.

Materiales y Métodos

El biopolimero Poli (Valina-Prolina-Alanina-
Valina-Glicina) fue sintetizado por el Dr. J.C.
Rodriguez Cabello (Departamento de Fisica
de la Materia Condensada, E.T.S.LL
Universidad de Valladolid).

Preparacion de las microparticulas

La formacién de particulas se llevd a cabo
mediante la  disolucion 'y  posterior
precipitacion del polimero en una solucion
acuosa. En primer lugar, se pes6 una
cantidad determinada de polimero y se
afiadié un volumen de 500 pl de disolvente
acuoso. La dispersion obtenida se enfrio a
4°C, manteniéndose en nevera durante 1
hora. Una vez disuelto el polimero, se
introdujo la muestra en un bafo
termostatizado con agitacion a 37°C,
temperatura superior a la de transicién del
polimero Tt (30°C), con el fin de conseguir
la formacién de las particulas.
Posteriormente, se llevd a cabo Ia
separacion de las microparticulas obtenidas
por centrifugacion (18,000 xg durante 45
minutos a 33°C).

Se ensayaron diferentes concentraciones de
polimero (10, 20, 30 y 60 mg/ml),
utilizandose como  disolventes  agua
destilada y solucion tampon fosfato (pH 7,4)
isotonizado con cloruro sddico.

Caracterizacion de microparticulas

El examen morfolégico de las
microparticulas se llevd a cabo mediante
microscopia electronica de barrido (CAIl de
la UCM) y la evaluacién del tamafio se
determiné por espectroscopia de
correlacién foténica.

Tolerancia

Ensayo de edema plantar en ratas

Se determind en este ensayo la tolerancia
del polimero a través de la inyeccidn

subcutanea en la aponeurosis plantar de la
pata trasera izquierda de ratas, evaluando
la inflamacién producida en dicha region. Se
utilizaron ratas Wistar macho (n=18). Se
procedio a la administracién de
suspensiones de 1 mg y de 2,5 mg de
microparticulas de poli(VPAVG) en un
volumen de 0,1 ml de solucion fosfato
isotonico de pH 7,4, empleandose como
formulacion control el vehiculo. El equipo
utilizado para cuantificar la inflamacion
producida fue un pletismémetro,
valorandose el volumen de la pata izquierda
antes de la administracion (valor basal [V(])
de la solucion control y de la suspension de
microparticulas y después de la inyeccion
de éstas, a diferentes tiempos: 1, 3,5, 7 y
24 horas.

Ensayo de tolerancia intraocular

El ensayo de tolerancia intraocular, se llevo
a cabo en el laboratorio del Instituto
Universitario de Oftalmobiologia (IOBA) de
la Universidad de Valladolid. Los animales
empleados fueron conejos pigmentados
(n=12). Los animales fueron tratados de
acuerdo con las normas de utilizacion de
animales en experimentacion (ARVO
Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Visual Research). De
acuerdo con dicha normativa se utlizé el ojo
derecho como grupo experimental y el
izquierdo como grupo control.

Previo a la inyeccion de las particulas,se
realizd una vitrectomia-gas (SFs). Después
de 48 horas, se llevo a cabo la inyeccién
intravitrea de wuna suspension de las
microparticulas (0,1 ml) en el ojo derecho de
cada animal y de 0,1 ml de solucion fosfato
isotonico en el ojo izquierdo. En todos los
casos se realiz6 una exploracion clinica
previa a la vitrectomia. Posteriormente se
observaron signos anteriores y posteriores,
antes y después de la inyeccion del
biopolimero y a los 7, 14, 21 y 28 dias
después de la inyeccion de las particulas.
Los signos evaluados fueron los siguientes:
determinacién de la presion intraocular,
edema conjuntival y palpebral, congestion
vascular, secreciones, hemorragias vy
cataratas. La evaluaciéon de los signos del
segmento posterior se realizé mediante
oftalmoscopia indirecta y retinografias.



Resultados y Discusion
Caracterizacion de las microparticulas:

Al estudiar la morfologia de las particulas
con el microscopio electronico de barrido, se
puede observar la presencia de agregados.
Las particulas (figura 1) presentan una
forma “elipsoide”.
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Figura 1.Microfotografia de microparticulas a

una concentracion de 30 mg/ml de poli [VPAVG].
(10000x).

Las microparticulas formadas a partir de
una concentracion de 10 mg/ml de polimero,

resultaron tener un diametro medio
volumen de 2,13 um (figura 2).
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Figura 2. Distribucién de tamafio de particulas
(um) obtenida de una suspension de
microparticulas con una concentracion de
10 mg/ml de poli(VPAVG).

Tolerancia
Ensayo edema plantar en ratas

El edema inducido en la pata de rata, por la
inyeccion de las formulaciones de polimero
poli(VPAVG) de concentraciones de 1mg y
2,5mg, se presenta en la figura 5. Las
microparticulas administradas produjeron

respuestas inflamatorias locales similares, a
la observada después de la inyeccion de la
solucion control de fosfato isotdnica
(p < 0.05). En todos los casos los valores
maximos de edema alcanzados fueron
observados entre las 1 y 5 horas del ensayo
(= 300ul). Al final del ensayo (24h) las
respuestas residuales obtenidas fueron las

mismas tanto para las formulaciones
experimentales como para la solucién
control.
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Figura 5. Incrementos de volumen en la pata

de la rata (ul) (+/- SD ) inducido por la inyecciéon

de diferentes formulaciones de microparticulas
de poli (VPAVG).

Tolerancia Intraocular

e Signos anteriores:

Se aprecid6 la existencia de edema
conjuntival en el sitio de la inyeccién tanto
en el grupo control como en el experimental,
desapareciendo 7 dias después de la
administracion. En ningun ojo se aprecio
edema palpebral, congestién vascular,
secreciones y hemorragias. En los ojos de
dos conejos, se presentaron cataratas
después de la vitrectomia por lo que se
excluyeron del estudio. Las cataratas fueron
visibles a los 7 dias post-tratamiento,
incrementandose en ambos grupos (control
y experimental) a lo largo del tiempo de
ensayo. Asi, al final del estudio (28 dias), el
64% del grupo experimental y el 55% del
grupo  control, habian desarrollado
cataratas, no encontrandose diferencias
significativas (p<0,05) entre ambos grupos.
En cuanto a la presion intraocular (Pl10O),
(figura 3) permanecié sin cambios después
de la vitrectomia. Sin embargo, alos 7 y 14



dias posteriores a la inyeccién, estos
valores de PIO fueron incrementandose,
observandose un descenso a valores
basales (antes de vitrectomia) a los 21 dias
del ensayo.
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Figura 3. Valores medios de presién intraocular
[PIO], (+SD) obtenidos a diferentes tiempos de
estudio.

e Signos posteriores:

Después de la inyeccion de |las
microparticulas se apreciaron signos de
turbidez en el vitreo, con un grado de
opacidad vitrea de moderada a intensa, en
un 75% del grupo experimental. Por el
contrario, en el grupo control sélo un animal
presento una ligera opacidad vitrea. La
opacidad alcanzé su grado maximo a los 7
dias después de la inyeccion, disminuyendo
al final del ensayo, hasta llegar en el grupo
experimental a una opacidad de ligera a
moderada y a una ausencia de opacidad en
el grupo control. Después de Ia
administracion de las microparticulas se
pudo detectar, mediante la observacion por
oftalmoscopia indirecta, la presencia de un
material fibroso blanco en el vitreo, que se
mantuvo visible hasta el final del ensayo

Se apreciaron también hemorragias vitreas
inmediatamente después de la inyeccion
tanto en el grupo experimental como en el
control, desapareciendo durante el tiempo
que durd el estudio.

Se observaron desprendimientos de retina
(figura 4), en el grupo experimental, a los 14
dias después de la administracion de las
microparticulas, incrementandose el numero
de animales afectados a lo largo del estudio.
Al final del ensayo (28 dias) el 45%
del grupo experimental presentd
desprendimiento de retina.
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Figura 4. Evolucién del desprendimiento de
retina(%), observado después de la inyeccion de
microparticulas de poli(VPAVG).
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