
Введение

В хирургии для предотвращения развития ин-

фекций в области эндопротеза используют различ-

ные методы — от традиционной блокады бактери-

цидными препаратами (за счет периодических

инъекций) до передовых средств их адресной и про-

лонгированной доставки на основе биорезорби-

руемых матриц-носителей [1]. При этом чрезвычайно

важно обеспечивать требуемый уровень концент-

рации этих препаратов в соответствие с выбранной

стратегией постоперационной терапии [2]. Вклю-

чение гентамицина (антибиотика широкого спектра

действия из группы аминогликозидов, подавляющего

бактериальный синтез белков и высокоактивного по

отношению к аэробным грамотрицательным бакте-

риям) в акриловый костный цемент на основе поли-

метилметакрилата (ПММА) — один из распростра-

ненных методов его адресной доставки в инфици-

рованную зону [3, 4]. Недостатком систем на основе

ПММА является их низкая биологическая совмес-

тимость (обусловленная присутствием остаточных

токсичных мономеров), довольно часто приводящая

к развитию воспалительных процессов [5] и биоста-

бильность, требующая повторной операции по

удалению имплантата в случаях его нежелательного

присутствия в организме после выполнения им своих

функций. Для устранения указанных недостатков

активно разрабатываются системы адресной достав-

ки на основе биодеградируемых полимеров, как био-

логического происхождения (коллаген [6, 7], хитозан

[8, 9]), так и синтетических полимеров [10, 11].
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Преимущество биодеградируемых материалов

заключается в том, что пролонгированное воздей-

ствие фармпрепарата может быть достигнуто одно-

кратным введением системы в область возможного

воспаления без последующего оперативного извле-

чения имплантата. Скорость высвобождения биоак-

тивных компонентов из полимерной матрицы на

начальном этапе определяется скоростью их диф-

фузии с поверхности имплантата. По мере биодегра-

дации полимера начнется их выход из внутренних

областей вплоть до полного растворения исходного

материала матрицы-носителя в организме. Кинетика

процесса будет определяться специфическими свой-

ствами самих лекарственных субстанций, химической

структурой, геометрией, пористостью и морфо-

логией полимерной матрицы, а также локальными

свойствами окружающей имплантат среды. Оценки

скоростей высвобождения биоактивных соединений

из матриц-носителей, сделанные на основе име-

ющихся аналогов, могут дать только очень прибли-

зительные значения и для каждой конкретной системы

доставки необходимо проведение соответствующих

исследований.

Цель настоящей работы — изучение методом

спектроскопии КР кинетики высвобождения in vitro

гентамицина в раствор фосфатно-солевого буфера

из пористых биорезорбируемых полилактоглико-

лидных матриц, полученных с помощью сверхкри-

тического диоксида углерода (ск-СО
2
).

Материалы и методы

Для получения биоактивных полимерных матриц

использовали мелкодисперсные порошки гентами-

цина с размером частиц 5 – 100 мкм (ОАО “Синтез”,

Курган, Россия) и полилактогликолида “PURASORB”

PDLG5002 (50% звеньев молочной кислоты и 50%

гликолевой кислоты, приведенная вязкость 0,2 дл/г)

компании PURAC Biochem bv (Нидерланды). Диоксид

углерода (марки ОСЧ, ГОСТ 8050-85) производства

Балашихинского кислородного завода применяли без

какой-либо дополнительной очистки.

Пористые полимерные матрицы, содержащие

гентамицин, формировали с помощью СКФ моноли-

тизации смеси исходных компонентов с после-

дующим вспениванием полилактогликолида при

сбросе давления диоксида углерода. Эти процессы

базируются на хорошо известных явлениях снижения

температуры стеклования Tg и пластификации

аморфных или частично-кристаллических полимеров

при их взаимодействии с СКФ, в качестве которого

обычно используется сверхкритический диоксид

углерода (ск-СО2) [12]. Установка для получения

образцов биоактивных матриц детально описана в

[13]. Смесь порошков полимера (95 вес.%) и гента-

мицина (5 вес.%) загружали в тефлоновую пресс-

форму, которую помещали в камеру высокого

давления, уплотняли, продували и заполняли СО
2
.

Обработку проводили при давлении диоксида

углерода 10 МПа и температуре 40°С в течение 1 ч.

Затем, в течение 15 мин давление снижали до атмо-

сферного и далее пресс-форму выдерживали 12 ч,

для полного удаления СО
2
 из полученных образцов и

их окончательного отверждения. В результате фор-

мировалась твердая полимерная структура заданной

формы, пористости и размера, с распределенным по

ее поверхности и объему гентамицином.

Для изучения кинетики высвобождения гента-

мицина из полученных матриц их помещали в

стеклянные емкости объемом 4 мл, в которые

добавляли по 3 мл раствора фосфатно-солевого

буфера с pH = 7,4 (ПанЭко, Москва). Скорость выхода

гентамицина в буферный раствор при температуре

37°С определяли методом КР-спектроскопии по

изменению во времени интегральной интенсивности

аналитических полос антибиотика.

Измерения проводили на дисперсионном спект-

рометре комбинационного рассеяния Almega XR

(Thermo Scientific, США). Длина волны возбужда-

ющего лазера 785 нм. Длительность регистрации

спектра, при которой достигалось оптимальное

сочетание сигнал-шум, составляла 10 мин.

Морфологию поверхности и внутренней струк-

туры изучали методом растровой электронной

микроскопии (РЭМ) на микроскопе LEO 1450.

Результаты и обсуждение

Для выбора аналитических полос КР и опреде-

ления оптимальных параметров процесса проведения

кинетических измерений отдельно были получены

КР-спектры исходного порошкообразного гентами-

цина, раствора фосфатно-солевого буфера с pH = 7,4

и раствора гентамицина в фосфатно-солевом буфере

(рис. 1).

На рис. 2 представлены структуры порошка

исходного гентамицина и его механической смеси с

мелкодисперсным порошком полилактогликолида.

Частицы гентамицина имеют практически сфери-

ческую форму с диаметром от 5 до 50 мкм, а полимер

состоит из частиц нерегулярной формы размером

до 100 мкм.

На рис. 3 показан общий вид полученных

полимерных матриц, содержащих гентамицин.

Пористость образцов определяли по формуле

Ω = 1 – m/m0, где m — масса пористой матрицы, а
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m0 — масса монолитного (исходного) полимера

равного объёма плотностью 1,21 г/см3. Характерная

пористость экспериментальных образцов биоак-

тивных матриц (определяемая соотношением объема

пресс-формы и массы загружаемой в нее смеси

исходных компонентов, температурой и давлением

диоксида углерода, а также условиями его сброса)

составила порядка 50 – 55 об. %.

Для определения количества вышедшего в

буферный раствор гентамицина методом КР-спект-

роскопии была выбрана аналитическая полоса с

максимумом в районе 978 см–1. Эта полоса обуслов-

лена валентным колебаниям сульфатной группы

гентамицина ν
1
(SO

4
2–) [14]. Она слабо маскируется

спектром буферного раствора (рис. 1).

Так как стекло имеет свой КР-спектр, было

подобрано оптимальное положение емкости, при

котором вклад стекла в интегральный спектр мини-

мален, а от буферного раствора — максимален.

Для количественной калибровки были приго-

товлены растворы гентамицина в фосфатно-солевом

буфере с концентрациями 4; 2; 1; 0,5 мг/мл. Для

каждого из них был получен индивидуальный

КР-спектр и измерена интегральная интенсивность

пика гентамицина 978 см–1. Полученные данные в

дальнейшем использовали для построения кривой

кинетики выхода гентамицина из полилактоглико-

лидной матрицы.

Рис. 2. РЭМ исходного гентамицина (а) и его смеси с мелкодисперсным полилактогликолидом (б).
а

Рис. 3. Образцы полилактогликолидных матриц с гентамицином (деление линейки – 1 мм) (а) и их микроструктура (б).

б

а б

Рис. 1. КР�спектры: 1 — исходного порошка гентамицина,
2 — раствора гентамицина в буферном растворе,
3 — фосфатно�солевого буфера.

2

3
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Для этого КР-спектры растворов регистрировали

через определенные промежутки времени после

помещения образцов в фосфатно-солевой буфер.

Измеряли интегральную интенсивность анали-

тической полосы гентамицина, и, соответственно,

определяли его концентрацию в растворе (рис. 4). За

100% была принята концентрация, при условии

выхода в раствор всего количества гентамицина,

инкапсулированного в полимерный образец.

За первый час из образцов выходит до 25 %, а за

первые двое суток до 40% инкапсулированного в

матрицы гентамицина. На пятые сутки, после сум-

марного выхода 50% гентамицина, кинетика его

высвобождения становится практически линейной,

вплоть до 14 суток (максимальное время наблю-

дения), когда величина его общего выхода из

матрицы-носителя составила 70%.

Выводы

1. Методом СКФ монолитизации смеси порошков

гентамицина и полилактогликолида получены

бактерицидные пористые матрицы для адресной и

пролонгированной доставки лекарственных веществ.

2. Изучена кинетика высвобождения гентамицина

из биорезорбируемых полимерных матриц в раствор

фосфатно-солевого буфера методом спектроскопии

комбинационного рассеяния in vitro.

3. Разработана универсальная методика на основе

КР-спектроскопии, которая позволяет проводить

оперативное определение скорости высвобождения

биоактивных веществ из полимерных матриц в

реальном масштабе времени.

Работа выполнена при поддержке РФФИ

(№11-02-12114) и Министерства образования и

науки РФ (Госконтракт № 16.513.11.3019) Статья поступила в редакцию 24.05.2012 г.

Рис. 4. Кинетика высвобождения гентамицина из полимер�
ной матрицы в буферный раствор.
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