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Introduccion 1

La osteomielitis es una inflamacion de causa infecciosa tanto de la
cortical como de la médula 6sea. Generalmente es de origen bacteriano,
aunque cualquier otro agente patégeno (hongos, virus y parasitos) puede
producirla. Su frecuencia ha aumentado en los ultimos afios debido por un
lado a causas sociales como el incremento del consumo de drogas ilegales
por via intravenosa y el aumento de fracturas abiertas por accidentes de
trafico, laborales o de otra indole y por otro a los avances de la medicina
moderna que se refleja en el aumento de la supervivencia de ciertas
poblaciones entre las que podemos citar pacientes con insuficiencia renal
sometidos a hemodialisis, enfermos oncologicos e inmunodeprimidos, la
utilizaciéon de técnicas quirurgicas cada vez mas agresivas y el uso de
implantes ortopédicos. La infeccién 6sea es una de las complicaciones mas
graves y la mayor causa de fracaso de las sustituciones articulares. Ademas,
una infeccion 6sea, tras la osteosintesis de una fractura, implica la posibilidad
de una falta de unién de la misma, con el consiguiente riesgo e incertidumbre
en lo que respecta al futuro del miembro fracturado. Por todo ello, se ha
suscitado un gran interés en su estudio a lo largo de los ultimos 20 afios que
ha dado lugar a grandes avances en la epidemiologia, etiologia, patogenia,
diagnéstico y tratamiento.

La osteomielitis se puede clasificar segun distintos criterios:

1.- Localizacién: De huesos largos, vertebral, pubica, esternal, etc.

2.- Caracteristicas del huésped: Neonato, diabético, adicto a drogas por via
parenteral, inmunodeprimido, etc.

3.- Patogenos que la produce: Estafilocécica, pseudomodnica, tuberculosa,
anaerobia, polimicrobiana, etc.

4.- Tiempo de evolucion: Aguda (< 2 semanas), subaguda (2 - 4 semanas) y
cronica (> 4 semanas). También hemos de incluir en este apartado las

osteomielitis de primer brote y las reinfecciones.
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5.- Patogenia: Primaria considerada cuando existe una inoculacion directa del
agente patdgeno en el hueso; es el caso de las fracturas abiertas, o las
producidas tras cirugia. Por continuidad el germen alcanza el hueso a partir
de un foco infeccioso vecino; es la mas frecuente en los pacientes de edad
avanzada, diabéticos o con alteraciones vasculares. Hematdgena el germen
alcanza el tejido 6seo por via sanguinea, ya sea consecutivamente a una
sepsis, en donde el foco osteomielitico seria secundario o metastasico ( el
caso menos frecuente), o a partir de un foco séptico, generalmente cutaneo o
del area oronasal.

La osteomielitis aguda hematdgena es la forma de presentacion mas
frecuente, se localiza fundamentalmente en las zonas metafisarias cercanas a
la rodilla, es decir, metafisis distal del fémur y proximal de la tibia, y las mas
lejanas del codo, como la superior del humero y la distal del radio. Es llamada
también osteomielitis de los adolescentes, por su presentacion frecuente en
jévenes, generalmente varones, atribuible posiblemente a la influencia de los
traumatismos en la aparicién del cuadro. Una infeccién ésea aguda mal
curada puede desembocar en una osteomiglitis cronica.

Actualmente, se cuenta con un amplio abanico de agentes
antiinfecciosos que son activos frente a la mayoria de los microorganismos
causantes de la infeccién 6sea. Sin embargo, sigue presentando una elevada
morbilidad por su tendencia a la cronicidad y recurrencia. Para que la
antibioterapia sea eficaz hay que tener en cuenta no sélo que el farmaco sea
activo frente al patégeno, debe alcanzar y mantener niveles eficaces, por
encima de las concentraciones minimas bactericidas en el foco de infeccion vy,
ser bien tolerados, ya que es necesario utilizar dosis elevadas durante largos
periodos de tiempo (Korkusuz et al., 1993). Para el tratamiento de este tipo de
infecciones se prefiere emplear agentes bactericidas por las deficiencias de
los mecanismos de defensa en la zona y ademas deben tener propiedades

antiadherentes y ser capaces de atravesar la biopelicula de glucocalices. En
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el hueso sano, las concentraciones séricas son reflejo de los niveles que se
alcanzan en tejido 6seo. Por el contrario, esto no ocurre en el hueso enfermo
y mas concretamente en el foco de infeccion, donde la presencia, en
particular en las de evolucion crénica, de necrosis, "slime" y un pH acido
dificultan el acceso y la accién de los agentes antiinfecciosos.

Con respecto a las infecciones cronicas, hasta nuestros dias, el
tratamiento ha sido largo, engorroso, molesto para el paciente, que se ve
sometido en ocasiones a numerosas intervenciones quirurgicas, Yy
decepcionante en lo que a resultados se refiere, pues la existencia de graves
secuelas relativas a la movilidad, dolor, longitud del miembro, etc., estan casi
aseguradas. Las dos principales caracteristicas de la osteomielitis cronica son
supuracion purulenta desde el foco de infeccion y presencia de tejido
necrosado o isquémico, cavidades y fragmentos &seos desvitalizados
(secuestros). La osteomielitis crénica requiere inicialmente un tratamiento
quirdrgico. Los secuestros no se encuentran irrigados y las bacterias
localizadas en el centro de la zona muerta de tejido éseo no pueden ser
erradicadas con antibioterapia solamente. Para su tratamiento se requiere un
desbridamiento radical de todos los fragmentos dseos muertos y sustituciéon
con implantes aloplasticos complementado, evidentemente, por una terapia
antiinfecciosa agresiva y prolongada (Klemm, 2001).

Hasta aqui hemos pretendido presentar brevemente las caracteristicas
de la osteomielitis y poner de manifiesto la dificultad de su tratamiento, pues
aun disponiendo de farmacos activos, se requieren dosis muy elevadas por
via sistémica para asegurar niveles eficaces en el foco de infeccion, lo que
lleva consigo el riesgo de desarrollo de resistencia por parte de los patégenos
causantes de la enfermedad sin olvidar los efectos secundarios que puede
sufrir el paciente sometido a este tratamiento.

Con el fin de paliar estos inconvenientes y aumentar la eficacia de los

tratamientos, se ha intentado desarrollar nuevas técnicas y sistemas para la
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administracion directa de antibiéticos en el sitio de la infeccion, que permitan
alcanzar altas concentraciones locales, y bajos niveles sistémicos (Schmidt et
al., 1995). Ademas, estos sistemas locales debe estimular o al menos actuar

como soporte para la regeneracion del tejido 6seo perdido.

ESTADO ACTUAL DE LA TERAPIA ANTIINFECCIOSA LOCAL
Segun Rushton (1997), la eleccion de un agente antimicrobiano para ser

formulado en un sistema de cesidn local debe basarse en los siguientes

criterios:
. Ser activo frente a los patdégenos mas frecuentes en la osteomielitis
cronica.
o Alcanzar y mantener concentraciones locales que excedan varias

veces (generalmente 10 veces) la concentracidon minima inhibitoria (CMI)

frente al patdégeno causante de la infeccion.

o No producir efectos adversos.
o No pasar a circulacién general
o Ser estable a la temperatura corporal y suficientemente soluble en

agua para asegurar su difusion a través del vehiculo.

Las bacterias que mas frecuentemente se aislan en pacientes con
osteomielitis crénica son estafilococos y bacterias G(-), particularmente
Enterobacter spp., y Pseudomonas aeruginosa (Rissing, 1997 y Galanakis et
al., 1997). Por tanto, basandose en los criterios previamente sefalados y en
los hallazgos bacteriolégicos, los agentes antibacterianos mas empleados en
la elaboracién de sistemas de cesion local son los aminoglucésidos y con
menor frecuencia algunos p-lactamicos y quinolonas. Y atendiendo al material
empleado para la elaboracién de estas preparaciones, los sistemas de cesion
local de antibidticos se pueden dividir en no biodegradables y biodegradables.

Evidentemente el mayor inconveniente de los sistemas elaborados con
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materiales no biodegradables es la necesidad de una segunda intervencion
para retirarlos, una vez han sido liberada la totalidad del antibiético (Rushton,
1997).

Sistemas no biodegradables

Los materiales que mas se han utilizado como vehiculos de
antibioticos son los cementos de polimetilmetacrilato (PMMA), en concreto en
forma de perlas de PMMA que se pueden encontrar comercializadas o como
preparaciones no comercializadas. En el mercado europeo el PMMA
impregnado con gentamicina se encuentra disponible en cemento (Palacos®-
Rebofacin) de aplicacion en artroplastias; y en forma de cadenas de 10, 30 6
60 perlas de PMMA conteniendo cada una de ellas 7,5 mg de sulfato de
gentamicina (Septopal®) para infecciones en tejido muscular y 6seo (Henry y
Galloway, 1995). La eficacia de este ultimo sistema ha sido ampliamente
demostrada en clinica, tiene la ventaja de ceder las dosis adecuadas para
mantener elevadas concentraciones de antibiético en la zona afectada y
niveles sistémicos minimos. Ademas, no se requiere, en general, la
administracion de antibidticos por via sistémica reduciéndose asi el personal
sanitario por enfermo y disminuyendo el tiempo de hospitalizacion.
Desdichadamente este tipo de terapia presenta una serie de limitaciones e
inconvenientes. Estas incluyen total inmovilizacion del paciente, Ila
introduccion de un material extrafio que puede desarrollar una reaccion
inflamatoria local y la posibilidad de reinfeccion y, por ultimo, es necesaria una
segunda intervencién para retirar el material ya que el PMMA no es
biodegradable ni bioabsorbible.

Las no comercializadas son preparadas in situ por los cirujanos, por lo
que evidentemente se caracterizan por una falta de uniformidad tanto en la
distribucion del antibiotico como en su tamafio lo que da lugar a una liberacion

irregular y no predecible del farmaco (Nelson et al., 1992).
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Sistemas biodegradables

La ventaja principal de estos sistemas es que no es necesaria una
segunda intervencion para retirarlos una vez que han cumplido su funcion.
1.- Sales de calcio

El empleo de sales calcicas para la reparacion 6sea es una técnica
relativamente antigua. Los materiales mas empleados han sido la
hidroxiapatita de coral, bovina o sintética, el fosfato tricalcico y el sulfato
célcico. En el caso de la hidroxiapatita se han observado ciertas diferencias
segun su origen. La hidroxiapatita sintética se reabsorbe mas lentamente que
la obtenida de coral (Braye et al., 1996). Ademas la hidroxiapatita bovina se
ha empleado con éxito como sustitutivo del injerto 6seo (Levai y Boisgard
1996). También se ha comprobado que algunas ceramicas sintéticas, como la
constituida por una mezcla de fosfato tricalcico e hidroxiapatita es capaz de
inducir osteogénesis en distintas especies animales tras su implantacién en
tejido subcutaneo y muscular (Yang et al., 1996). Recientemente, se ha
demostrado la eficacia del cemento de hidroxiapatita en la reconstruccion
craneofacial secundaria en una muestra de nifios entre 2 y 18 afios (Burstein
et al., 1999)

Estas propiedades hicieron que ya desde los afios cincuenta se
intentara la utilizacion de estos materiales como soporte de antibiéticos para
el tratamiento de la osteomielitis (Kovacevic 1953). Sin embargo, es a partir
de la década de los noventa cuando se empieza a estudiar la capacidad de
las sales de calcio como transportadoras de antibiéticos y a la vez, sustitutas
del tejido 6seo.

Asi, Shinto et al. (1992) estudian el comportamiento de bloques
porosos (30-40%) de hidroxiapatita célcica, como sistema de liberacion
controlada de gentamicina, cefoperazona y flomoxef . Los resultados
indicaron que la gentamicina presenta una cesién mas controlada por lo que

los ensayos in vivo fueron llevados a cabo con este antibiotico detectandose
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niveles en hueso superiores a las CMI| para S. aureus durante
aproximadamente 90 dias. Los estudios histolégicos mostraron que la
regeneracion dsea se acelera debido a la ocupacion de los poros del implante
por tejido 6seo. Resultados similares desde el punto de vista radioldgico,
como histopatoloégico y antiinfeccioso encuentran Korkusuz et al. (1993), en
un estudio similar.

La arbekacina en bloques de hidroxiapatita también resulté ser mas
eficaz que la administracion subcutanea del mismo antibidtico para el
tratamiento de osteomielitis provocada en tibia de ratas, siendo a su vez la
evolucion radioldgica e histoldgica satisfactoria (ltokazu et al., 1997). Estos
implantes fueron empleados posteriormente (ltokazu et al., 1998) en quince
pacientes con osteomielitis, en combinaciéon con antibioterapia intravenosa.
Todos los pacientes evolucionaron satisfactoriamente, excepto uno de ellos,
en un periodo que varié entre 13 y 71 meses.

La eficacia de implantes de hidroxiapatita impregnados en antibiético
ha sido también probada para el tratamiento de osteomielitis cronicas en
humanos, demostrdndose la erradicacion de la infeccion asi como la
incorporacion total del implante, comprobado radiolégicamente (Yamashita et
al., 1998).

La hidroxiapatita como soporte de antibiéticos también ha sido
estudiada en pasta para rellenar la cavidad ésea y erradicar la infeccién 6sea
(Martins et al., 1998, Solberg et al., 1999). Los resultados obtenidos para el
tratamiento de osteomielitis provocadas en animales de experimentacion,
fueron similares en el grupo de animales tratados con la pasta y los tratados
con las perlas de PMMA si bien, hay que tener en cuenta, que en este ultimo
caso es necesario retirar el sistema una vez liberada la dosis que contiene
(Solberg et al., 1999).

Paralelamente se han estudiado otros fosfatos, como el fosfato

tricalcico. La liberacion de gentamicina y vancomicina desde sistemas
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elaborados con ceramica macroporosa de fosfato tricalcico, y su relacion con
la porosidad (20 y 40%) y la geometria del implante, esférica o paralepipeda
ha sido estudiada (Thomazeau y Langlais, 1996). La incorporacién del
antibiético se realiza por inmersion y observan que tanto la tasa de
incorporacion, como los perfiles de cesion in vitro e in vivo dependen no sélo
de la forma geométrica sino también de la porosidad del sistema. Los
resultados indicaron que es necesario una porosidad minima para que el
antibiotico penetre en el implante y no quede solamente adsorbido en su
superficie lo que lleva consigo una liberacion muy rapida del mismo. Otros
autores elaboran esferas de tricalcico con gentamicina (3-4 mm y 45% de
porosidad) que son valoradas para tratar una osteomielitis en tibia de conejos,
sin embargo, la liberacion total del antibidtico se produce en 48 horas aunque
comprueban que el antibidtico permanece en el compartimento intradseo
durante diez dias (Lambotte et al., 1998).

Otra de las ceramicas que se ha investigado es el sulfato de calcio. El
sulfato calcico ha sido utilizado para la preparacion de implantes con
gentamicina (Morales de Cano et al.,, 1995), que fueron valorados en
animales de experimentacion (conejos) observandose la reabsorcion
completa del implante y la regeneracion 6sea de la cavidad. De hecho el yeso
de Paris fue uno de los primeros materiales que se mezclé con antibiéticos
para erradicar o prevenir infecciones 6seas. Si bien, Benoit et al., 1997 indica
que para retrasar la liberacion de vancomicina contenida en implantes de
sulfato de calcio se requiere un recubrimiento con PLGA (90:10).

Recientemente Nijhof et al. (2000a, 2000b) ponen de manifiesto la
eficacia del cemento 6seo conteniendo tobramicina para tratar la infeccion
O0sea provocada en conejos por S.aureus o S.epidermidis. Si bien estos
autores, posteriormente indican que la eficacia del tratamiento es mayor
cuando la terapia local con cemento 6seo impregnado con tobramicina se

refuerza con la administracion sistémica de cefazolina.
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El sulfato calcico es un material que se ha empleado para rellenar
cavidades o¢seas desde finales del siglo XIX, siendo su bio vy
osteocompatibilidad claramente probada, ademas es un material
osteoconductor por lo que actua como soporte para el crecimiento de nuevo
tejido 6seo. Actualmente se ha introducido en el mercado espafiol, una
preparacion a base de sulfato calcico, conocido como yeso de Paris,
mezclado con gentamicina para el tratamiento de la osteomielitis. Esta
especialidad presenta a priori la ventaja de que se coloca en el defecto 6seo
en forma liquida y se endurece in situ. Sin embargo, la informacioén de la que
se dispone hasta el momento no parece justificar el uso de este producto

como sustitutivo de la terapia parenteral.

2.- Polimeros
A.- Polilactico, poliglicolico y sus copolimeros

En este campo se han empleado tanto polimeros naturales como
polimeros sintéticos. Los polimeros sintéticos que mas se han estudiado para
la regeneracion 6sea son los poli (alfa-hidroxiésteres) como el acido poli-L-
lactico (PLLA), el acido poli-D-L-lactico (PLA), el acido poliglicélico (PGA), asi
como sus copolimeros poli-L-lactico-coglicélico (L-PLGA) y el poli-D-L-lactico-
coglicdlico (PLGA), todos aprobados por la FDA (Boyan et al.,, 1998) para
multiples usos. Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo su
biocompatibilidad y su cierta capacidad osteoconductora. Son numerosos los
trabajos de investigacion orientados a estudiar la capacidad de estos
polimeros para estimular la formacioén ésea cuando se emplean como material
de relleno en distintos defectos 6seos.

La capacidad de osteogénesis del polilactico y sus copolimeros ha
sido ampliamente demostrada en cultivos in vitro que posteriormente son
utilizados como relleno de defectos osteocondriales (Freed et al., 1993; Chu-
CRetal., 1995 y Otto et al. 1996).
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En cuanto a estos polimeros hemos de indicar que son varias las
estructuras geométricas que se han empleado para inducir la reparacién
O0sea. Las agujas de PGA recubiertas con n-butil-2-cianoacrilato,
polidioxanona (PDS), poli-beta-hidroxibutirato (PHBA) y PLLA favorecen la
consolidacion 6sea en la fijacion de osteotomias en fémur de conejos
(Vasenius et al., 1990). Asi mismo se han utilizado fibras de PLGA para
rellenar defectos corticales en la tibia de conejos, produciéndose
neoformacion vascular y crecimiento 6seo (Winet et al., 1995), resultados
similares se han obtenido con membranas de PGA (Ashammakhi et al.,
1995). Thomson et al. (1995), emplean PLGA 50:50 para elaborar una
espuma que actua como soporte para inducir el crecimiento celular, los
resultados pusieron de manifiesto que sus propiedades mecanicas dependen:
del peso molecular y de la degradacion del polimero utilizado y, de la
porosidad del sistema, indicando que el PLGA 50:50 empleado no es un
material adecuado como sustitutivo trabecular 6seo. Sin embargo, implantes
cilindricos de PLGA de distinta composicion (Garcia et al., 1996); inducen
formacion osteoide que va ocupando el espacio que se forma como
consecuencia de la degradacion del polimero y transformandose en hueso
maduro normal.

Las propiedades mecanicas del PLA y PGA se han aprovechado para
la fabricacién de placas y tornillos para su utilizacion en el tratamiento de
fracturas (Losken et al. 1994; Springer et al., 1998; Abate et al., 1998; Yoneda
et al., 1999).

El uso de polimeros como sustitutos del tejido éseo esta lo
suficientemente probado, asi como su biodegradacion en metabolitos no
téxicos. Debido precisamente a estas propiedades han sido considerados
como materiales potencialmente 6ptimos para la elaboracién de sistemas de

cesion de farmacos en hueso.
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El PLA y sus copolimeros se han utilizado ampliamente para la
elaboracion de sistemas de cesion de gran variedad de antibidticos para el
tratamiento de infecciones éseas. Se han estudiado implantes de PLA con
dideoxikanamicina B (Wei et al., 1991), implantes de PLGA con gentamicina
(Garvin et al.,, 1994), implantes elaborados por compresién de L-PLA y de
mezcla de PLGA y dI-PLA, conteniendo un 10% de gentamicina (Schmidt et
al., 1995) y microesferas de PLA con gentamicina (Meyer et al., 1998). En
general en los estudios mencionados se compara la cesion in vitro de las
formulaciones elaboradas con las perlas de PMMA comerciales y se estudian
in vivo las formulaciones de polimero elaboradas para demostrar su
biocompatibilidad y capacidad osteoconductora, valorandose asi mismo la
eficacia del sistema para tratar una infeccion previamente provocada. Los
autores indican que estos sistemas son unos buenos candidatos para la
administracién de antibioticos in situ en infecciones 6seas. Sin embargo, hay
que mencionar que estos estudios adolecen de una buena caracterizacion de
estas formulaciones.

Aunque llama la atencion el gran numero de publicaciones en las que
se elaboran distintos sistemas para cesion 6sea local de gentamicina,
también se han estudiado otros antibioticos. Asi la tetraciclina, incorporada en
finas peliculas de PLGA, ha sido empleada para el tratamiento de la
enfermedad periodontal; su aplicacion en humanos proporciona
concentraciones terapéuticas en el foco de infeccion a lo largo de 10 dias
(Maze et al.,1995)

La bleomicina, antibiético anticancerigeno, también ha sido formulada
en matrices de PLA de diferente peso molecular o mezclas de polimeros de
distinto peso molecular. La cesién de este antibiético se puede prolongar
entre tres y seis semanas segun la composicion del sistema (Nakamura et al.,
1995).
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El PLA y PLGA han sido utilizados para la fabricaciéon de implantes
con vancomicina, en el estudio se lleva a cabo la caracterizacion de la
cinética de cesion in vitro. Mientras que in vivo (tibia de conejos) se
comprueba la eficacia de estos implantes para el tratamiento de osteomielitis,
provocadas con Staphylococcus aureus, valorando la evolucién de la
infeccién. Los resultados indicaron que la disminucién del nimero de colonias
fue significativamente mayor en el grupo de animales tratados con
desbridamiento quirurgico e implantes con antibiético, que en los grupos no
tratados o tratados mediante terapias antiinfecciosas convencionales
(Calhoun y Mader, 1997).

Uno de los grupos de antibidticos mas ampliamente estudiados como
posibles candidatos para el tratamiento de osteomielitis incorporados en
matrices de polimeros biodegradables son las fluorquinolonas. Cabe destacar
la publicacion de Overbeck et al., 1995, el estudio se lleva a cabo in vivo con
implantes elaborados con PGA conteniendo ciprofloxacino. Se comprueba la
difusién del antibidtico a lo largo del fémur de conejos. Los resultados indican
que los niveles iniciales son muy elevados, lo que significa una liberacion
importante de antibiético, seguida de una cesion mas lenta que permite
mantener niveles de ciprofloxacino por encima de la concentracion minima
inhibitoria para el S. aureus durante la primera semana a lo largo de la zona
que se encuentra a 30 mm del implante. Los autores concluyen que los
niveles de antibidtico pueden ser suficientes para erradicar una infeccion
(Overbeck et al., 1995). Posteriormente Ramchandani et al. (1998)
encuentran que se mantienen concentraciones superiores a las minimas
inhibitorias durante un periodo de seis semanas a lo largo de 70 mm en fémur
de conejos con implantes elaborados por compresion de microesferas de
PLGA con ciprofloxacino.

Otro antibidtico, de este mismo grupo, que ha sido ensayado para

comprobar su eficacia en infecciéon 6sea es el ofloxacino incluido en una
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matriz de PLGA. Este sistema resulté ser eficaz tanto en el tratamiento de
osteomielitis por Pseudomonas aeruginosa como por Staphylococcus aureus
inducidas en animales de experimentacion. Los resultados indicaron una tasa
de curacién superior con el sistema de liberacién local que con el mismo
antibiético por via sistémica. El estudio radiolégico e histopatoldgico
demuestra que dicho polimero es un excelente vehiculo para obtener
concentraciones altas de antibiotico en el lugar de infeccion (Nie et a, 1998;
Nicolau et al. 1998).

Habib et al. (1999) llevan a cabo el desarrollo y caracterizacion de
microesferas de PLGA conteniendo ofloxacino, elaboradas por la técnica de
emulsion-evaporacion del disolvente. En este trabajo se estudia la influencia
de ciertas variables tecnoldgicas (volumen de fases, concentracion de alcohol
polivinilico y viscosidad de la fase interna) sobre la eficacia de encapsulacion
y la cinética de cesion de ofloxacino en estas microesferas in vitro. La
importancia de este estudio radica, como los propios autores ponen de
manifiesto, que se pueden conseguir distintas cinéticas de cesion del
ofloxacino variando los parametros tecnoldgicos y que por lo tanto este tipo
de sistemas puede ser adecuado para el tratamiento de infecciones Oseas.

Otro sistema disefado como vehiculo de fluorquinolonas es el
propuesto por Kanellakopoulou et al. (1999), que consiste en la preparacion
de implantes de L-PLA de 2 kD y dI-PLA de 26 y 100 kD con ciprofloxacino o
perfloxacino mezclando polimero y antibiético a alta temperatura y posterior
enfriamiento. Se estudia la cesion de estos antibidticos in vitro asi como la
degradaciéon de los polimeros. Los autores sefalan que las concentraciones
alcanzadas en el medio de cesidén son superiores a las minimas inhibitorias
para los microorganismos mas frecuentemente causantes de infecciones
0sea; si bien indican que los implantes de dI-PLA, de mayor peso molecular,
pueden ser mas convenientes para ensayarlos in vivo, pues tanto la cesion

como la degradacion de los polimeros es mas lenta y cabe esperar que
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ambos procesos sean mas rapidos in vivo. Sin embargo, el pico de cesién se
produce a tiempos mas cortos in vitro con el polimero de mayor peso
molecular. De hecho, posteriormente Kanellakopoulou et al., 2000 prueban la
eficacia de los implantes de L-PLA de menor peso molecular (2 kD) con
perfloxacino frente a Staphylococcus aureus metilcilina resistentes en
conejos. La evaluacion de la eficacia del sistema se lleva a cabo valorando la
reduccién del numero de colonias de bacterias a lo largo del tiempo,
observandose una disminucidon muy importante después de 33 dias y no
produciéndose ninguna recidiva, lo que a juicio de los autores supone que

este sistema es eficaz para erradicar la infeccion.

B.- Otros polimeros

Otros polimeros que también se han estudiado en este sentido son
los copolimeros del 6xido de polietileno/tereftalato de polibutileno (PEO/PBT)
para la elaboracion de implantes porosos cilindricos, observandose que tras
su implantacion en fémur de cabras, se inicia en los poros del implante un
cierto crecimiento de tejido éseo (Radder et al., 1996). Paralelamente, Bennet
et al. (1996) desarrollaron un sistema que consiste en un copolimero de
polidioxanona- co-glicolida que se endurece in situ por la adicion de un
catalizador y ademas, durante la reaccion de polimerizacién se desprende
diéxido de carbono que da lugar a la formacién de una estructura porosa. Los
resultados indican que este material crea una interfaz perfecta con el hueso y
que permite el crecimiento de éste en su interior y por lo tanto pueden ser
potencialmente empleados como vehiculos de antibiéticos para el tratamiento
local de la infeccién 6sea.

Las polianhidridas (bis-carboxifenoxipropano y acido sebaico 50:50)
han sido también empleada para la elaboracién de implantes con
gentamicina, comparandose su eficacia frente a implantes de PMMA-

gentamicina e implantes blancos de ambos polimeros en ratas infectadas. Los
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resultados mostraron una reduccion del numero de colonias
significativamente mayor con polianhidrida-gentamicina, pero persiste un
cierto numero de colonias tras tres semanas de la implantacion. Los autores
indican que, para optimizar la eficacia de este sistema, es necesario optimizar
la carga de gentamicina y caracterizar la cinética de cesion y de degradacion
del polimero (Laurencin et al., 1993).

El chitosan es otro polimero de origen natural que se ha estudiado
como material de elaboracién de sistemas cilindricos para la liberacion de
antibidticos en el lugar de infeccidn, en concreto la gentamicina es cedida de
forma gradual consiguiendo mantener concentraciones superiores a las CMI
durante unas 8 semanas, siendo el material totalmente osteocompatible
(Aimin et al. 1999).

Otro tipo de polimeros que se ha venido investigando como posibles
candidatos para la formacion de sistemas de liberacién local de antibidticos
en hueso son los polimeros de origen microbiano en concreto el
polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato que se considera biodegradable y
osteoconductivo debido a sus propiedades piezoeléctricas, y ademas
conteniendo sulbactam-cefoperazona resulté ser eficaz para el tratamiento de
la infeccion 6sea (Yagmurlu, et al.1999).

Recientemente los polihidroxialcanoatos se han utilizado para la
fabricacion sistemas conteniendo sulperazona y duocid. Los resultados
obtenidos indican que estos nuevos sistemas son eficaces en el tratamiento
de la infeccion 6sea y ademas también presentan una cierta capacidad
osteoconductora que estimula la regeneracion é6sea (Gursel et al. 2001,
Korkusuz et al. 2001). Sin embargo, es sorprendente la eficacia de este
tratamiento cuando el antibidtico es completamente cedido durante la primera
semana. Estos autores llevan a cabo el estudio y caracterizacion morfolégica
de los implantes in vivo e in vitro, indicando que tanto las modificaciones

sufridas por el sistema como la cesion de los antibiéticos son mas rapidas y
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mas acusadas in vivo que in vitro. Los autores apuntan que estos materiales
pueden ser mejores que el PLGA, sin embargo observan que deben ser

estudiados en las mismas condiciones para llegar a resultados definitivos.

C.- Mezclas polimeros y compuestos inorganicos

En este apartado hemos recogido las publicaciones mas relevante en
lo que respecta a implantes elaborados con mezclas de polimeros tanto
naturales como sintéticos y fosfatos calcicos.

Thoma et al. (1992) elaboran implantes de fosfato tricalcico con una
cierta proporcion de palmitoilestearilglicerilo (Precirol) y gentamicina como
sistemas de administracion in situ. Estos implantes fueron evaluados in vivo e
in vitro, estudiando la liberacion del antibiético, la biocompatibilidad, asi como
la influencia de la porosidad en la velocidad de liberacién, y la reaccion
histolégica en tejido 6seo de ratas y conejos. Los autores concluyen que la
velocidad de cesion de gentamicina depende de las caracteristicas de la
matriz hidrofilica de ceramica, que vienen dadas por el tamano y estructura de
los poros y por la cantidad de excipiente incorporado en la matriz. La cesion in
vivo, determinada a través de los niveles de antibidtico en orina, fue mas lenta
en ratas que in vitro; si bien ocurre lo contrario en conejos, atribuyendo estas
diferencias a distintos flujos sanguineos segun la especie animal.
Histolégicamente los implantes son bien tolerados y se comprueba que la
degradacién de los mismos se retrasa con la presencia de precirol en la
formulacién debido a una disminucién del volumen libre de los poros.

Actualmente la utilidad de los cementos 6seos como base para la
aplicacion local de antibidticos se sigue investigando, asi composites
formados por fosfato calcico y gelatina se han estudiado como sustitutos
0seos y sistemas de cesidn de antibidticos, los resultados indican que la
liberacion de la gentamicina es mas rapida in vivo que in vitro posiblemente

debido, segun los autores, a una mayor degradacion de la gelatina. Ademas,
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estos implantes permiten la formacion de hueso nuevo ya que
histolégicamente se observa la penetracion de tejido conectivo en la matriz,
indican también que se aprecia una moderada reaccién a cuerpo extrano,
particularmente a la gelatina. Aunque se apunta la posible utilidad de estos
sistemas, hemos de poner de manifiesto que la liberacion inicial de la
gentamicina es realmente elevada tanto in vivo como in vitro (Yaylaoglu et al.
1999).

Se han estudiado también implantes que consisten en un bloque de
fosfato célcico que lleva embutido en su interior otro bloque constituido por L-
PLA de 100 kD, fosfato calcico y gentamicina (Sasaki e Ishii, 1999). Los
autores justifican la presencia exterior de fosfato calcico como un material con
mejores propiedades osteoinductores que el PLA y sus copolimeros. Las
dosis de gentamicina cedidas in vitro e in vivo resultaron eficaces para
prevenir el desarrollo de osteomielitis e inducir la formaciéon de hueso en un
modelo experimental desarrollado en conejos.

En esta misma linea hemos de citar los trabajos elaborados por
nuestro equipo de investigacion. En Soriano y Evora (2000) se compara la
cinética de cesion in vitro de gentamicina desde implantes elaborados con
mezclas de fosfatos calcicos y PLA, recubiertos con polimeros (PLA y PLGA),
frente a las perlas de PMMA. Los resultados pusieron de manifiesto la
importancia de la cinética de degradacion de los polimeros formadores del
recubrimiento, sobre la velocidad de cesion del antibidtico, consiguiendo
cinéticas proximas a la optima con implantes recubiertos con PLA de alto
peso molecular. La cesién de gentamicina in vitfro desde estos implantes
recubiertos se puede prolongar mas de 8 semanas, mientras que la dosis total
de antibidtico contenida en las perlas de PMMA fue liberada totalmente en
dos semanas. Posteriormente Sanchez et al. (2000) ensayan estos implantes
in vivo comprobando que aunque la cesién en el fémur de ratas es mas rapida

que in vitro, se mantiene la formulacion recubierta como la mas préxima a la
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ideal. Los niveles alcanzados en hueso son superiores a las MIC para el
Staphylococcus aureus a lo largo de 4 semanas y se prueba también la
capacidad osteoconductora del material empleado. Con el fin de caracterizar
estos implantes y conocer el mecanismo por el cual la pelicula de PLA
controla la cesion de la gentamicina tanto in vitro como in vivo, se elaboran
nuevos implantes del tamafo adecuado para llevar a cabo el estudio en
conejos. Los resultados pusieron de manifiesto que mientras in vitro la cesién
del antibiético no es completa in vivo la totalidad de la dosis es liberada en
ocho semanas. Estas diferencias en la velocidad de cesion son
fundamentalmente debidas a la mayor degradacion que sufre el PLA tanto de
la matriz como del recubrimiento in vivo, consecuencia del crecimiento celular
que se observa microscépicamente en el interior del implante (Baro et al.,
2002).

Por otro lado, cabe destacar los trabajos llevados a cabo por Martins
et al., 1998 y Conceicao et al., 2000, en cuanto a la retencion de
ciprofloxacino y norfloxacino por parte de la hidroxiapatita empleada en la
elaboracion de composites formados por mezcla de éste fosfato calcico con
colageno anionico. Estos autores indican que estas fluorquinolonas se
combinan con el calcio de la hidroxiapatita formando un complejo por lo que la
liberacion de estos antibiéticos se encuentra controlada por la velocidad de
resorcion o de disociacién del complejo.

A pesar de los resultados que se acaban de exponer, no se ha
conseguido el sistema ideal y se continua investigando para conseguir un
sistema que proporcione las concentraciones adecuadas para erradicar la
infeccion y que a la vez se degrade o se reabsorba y no sea necesario
retirarlo una vez que se ha liberado la totalidad de la dosis. Desde nuestro
punto de vista algunos de estos objetivos han sido alcanzados de forma
parcial. Sin embargo, la mayoria de las publicaciones han ido orientadas a la

elaboracion de formulaciones de cesion prolongada de antibidticos y a su
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evaluacion en cuanto a eficacia, concentraciones o disminucion del numero
de colonias, pero sin estudiar en detalle los factores que pudieran intervenir

en el control de la cesion del farmaco.



20 Tesis Doctoral

CIPROFLOXACINO

1.- Estructura y propiedades fisicoquimicas
El ciprofloxacino, es un antibacteriano, con accién bactericida, que
pertenece al grupo de las fluoroquinolonas.

La estructura general de las 4-quinolonas es:

Re COOR;
Ry r|\1 R,
Rs R

La estructura quimica del clorhidrato de ciprofloxacino (hidrocloruro

del acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinolino-

”O HCI - H,0

carboxilico) es:

N (E) N
(E)

F~ ® COOH

Es un polvo cristalino, amarillo palido, soluble en agua, poco soluble
en metanol, muy poco soluble en etanol, practicamente insoluble en acetato
de etilo, acetona y cloruro de metileno (Real Farmacopea Espafiola, 12
edicién).
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El clorhidrato de ciprofloxacino contiene no menos del 98.0% y no mas
del equivalente al 102.0% del hidrocloruro del acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-
dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil-)3-quinolino-carboxilico, calculado con
referencia a la sustancia anhidra.

Presenta una serie de impurezas como son:

e Acido 7-cloro-1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolina-3-

carboxilico (acido Fluoroquinol6nico).

F. COOH
(E)

Cl N

e Acido 1-ciclopropil-1,4-dihidro-4-oxo-7(piperacin-1-il)- quinolina-3-

carboxilico (componente desfluorado).

COOH
(E)

SAS!
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e Acido 7 [( 2 — aminoetil) amino] - 1 — ciclopropil- 6 — fluoro- 1,4 — dihidro- 4

— oxoquinolina — 3 — carboxilico ( componente etilendiamina ).

F COCH
(E)

HN N

H2N\)

e Acido 7 — cloro — 1 — ciclopropil — 1,4 —dihidro — 4 — oxo — 6 — ( piperacin —

1 —il') quinolina — 3 — carboxilico.

HN /ﬁ 0
k/N COOH
©
cl N

A
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e 1 —ciclopropil — 6 — fluoro — 1,4 — dihidro — 4 — oxo- 7 — ( piperacin — 1 —il )

quinolina ( componente descarboxilado).
o)
F
@
N N

Existe una clara asociacion entre la estructura quimica, la actividad, y

HN

los efectos secundarios de estas sustancias. La mayor actividad
antibacteriana y el espectro mas amplio corresponden a la incorporacion de
un atomo de fluor en la posicion 6 de la molécula y también de un grupo
piperazina heterociclico en la posicién 7. El atomo de fluor en Cg, controla la
unién y los efectos sobre el complejo DNA-girasa, y la penetracion
intrabacteriana, aumentando notablemente la potencia. Los sustituyentes en
N1 determinan la estabilidad de la molécula y la potencia antibacteriana; el
grupo etil confiere estabilidad, el grupo ciclopropil, de pequefio tamano y
caracteristico de ciprofloxacino, va a aumentar la potencia.

El acido carboxilico en posicion 3 y el cetonico en la 4 no pueden ser
modificados, porque son esenciales para la union a la girasa bacteriana y
para el transporte intrabacteriano del antibidtico. Las sustituciones en
posicion 5 controlan también la potencia y favorecen la accién sobre G(+),
siendo los radicales -NH, .OH y -CH; los méas adecuados. Diferentes
radicales en C; controlan la potencia, el espectro y la farmacocinética. Los

mas eficaces son los anillos heterociclicos de 5 6 6 elementos, como
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piperazina, que aumenta la potencia sobre G(-), y la pirrolidina, que la
aumenta sobre G(+). En el grupo piperazinico se pueden incorporar otros
adicionalmente, como el metil, mejorando las condiciones farmacocinéticas.
Las sustituciones por atomos de fluor, cloro, nitrégeno 6 grupos aromaticos en
la posicién 8 determinan cambios en la farmacocinética y en la actividad,

incluyendo anaerobios.

2. - Actividad antimicrobiana in vitro

La actividad de las quinolonas de primera generacion como el acido
nalidixico esta limitada a unos pocos géneros de bacterias Gram (-) aerobias,
sobre todo enterobacterias, siendo las CMI >2 mg/l. Las fluoroquinolonas de
segunda y tercera generacion tienen un espectro y actividad intrinseca
mayores, con CMI que pueden llegar a ser mil veces inferiores para los
géneros Enterobacteriaceae, Haemophilus, Gardnerella, Branhamella,
Neisseria, Vibrio y Aeromonas, siendo también activas sobre Streptococcus,
Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Yersinia,
Legionella, Mycobacterium, Mycoplasma, Ureaplasma, Chlamydia y Brucella,
entre otros.

La actividad frente a las bacterias anaerobias es moderada 6 nula en
el caso concreto de Bacteroides fragilis, con excepcién de las de Ultima
generacion como trovafloxacino, moxifloxacino, que con 2 mg/l, inhiben el
90% de estos patégenos, cifra proxima 6 superior a la de los anaerobicidas

clasicos como clindamicina, metronidazol, cefoxitina, imipenen y meropenem.

3.- Mecanismo de accion
El mecanismo de accion es bastante complejo y todavia sin resolver

completamente.
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Las quinolonas van a actuar en cuatro etapas: paso a través de las
porinas de la pared bacteriana y de la membrana citoplasmatica hasta llegar
al citoplasma, inhibicién de la enzima DNA-girasa y de la topoisomerasa 1V,
inhibicion de la sintesis de DNA y proteica, e induccién de la respuesta SOS
y de autolisinas, lo que conduce a la formacién de bacterias flamentosas en
el caso de los G(-), y a un rapido efecto bactericida.

Algunos factores pueden afectar a la accién de las quinolonas,
aumentando 6 disminuyendo su actividad. Esta demostrado que el ion Mg*™,
el pH bajo y el incremento del inéculo, la disminuyen, mientras que no se
modifica por la mayor presencia de suero ni por el ambiente anaerobio o
microaerofilo. El pH bajo y la mayor concentracion de Mg*™* en orina, explican
que algunas quinolonas presenten una reduccion de la actividad, en este
medio.

Existe un sinergismo en el 70% de los casos, en la asociacion de las
quinolonas con antibiéticos betalactamicos y aminoglucésidos frente a G(-) y
con los glucopéptidos sobre G(+); sin embargo presentan antagonismo con
la rifampicina frente a Staphylococcus aureus y con los aminoglucésidos

sobre Enterococcus faecalis.

4. - Resistencia

La tasa de aparicion de mutantes es baja, entre 10° y 10°
manifestandose mas cuanto menor es la actividad de la quinolona y
dependiendo del género y numero de bacterias. Cuanto mas actividad
intrinseca tiene una quinolona mas tarda en aparecer la resistencia clinica.

Los mecanismos de adquisicibn de resistencia son varios: por
modificacion enzimatica de las subunidades de la DNA girasa en la
topoisomerasa Il, por alteracion de la permeabilidad de las porinas de la
pared celular y por aumento de la expulsién del antibiético mediante bombas

de flujo. Varios de estos mecanismos pueden coexistir en la misma bacteria.
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Como las quinolonas inhiben la DNA-girasa de las bacterias, es poco
probable que aparezcan cepas resistentes codificadas por plasmidos, e
incluso son capaces de eliminarlos. El ciprofloxacino, puede curar plasmidos

de S. aureus, E. faecalis, E. coli, S. marcescens y P. aeruginosa.

5.- Farmacocinética
A diferencia de las primeras quinolonas, las fluoroquinolonas se

caracterizaron por:

e Rapida absorcién por via oral.

e La concentracion en orina excede las CMI de todos los patdégenos
bacterianos comunes.

e Amplia distribucion en los tejidos, el volumen de distribucién varia de 2,1 a
51/kg. La unién a proteinas plasmaticas es aproximadamente del 30%.

e Su eliminacién es fundamentalmente renal aunque una pequefa parte se
metaboliza en el higado. Menos de un 1% se puede encontrar en bilis.

e La vida media es lo suficientemente larga como para permitir que la
dosificacién se realice en intervalos de 12 a 24h.

e Presentan farmacocinética lineal.

6. - Toxicidad

En general son antibioticos bien tolerados. El porcentaje medio de
reacciones adversas es inferior al 5%.

Pueden afectar al aparato digestivo (5-15%), manifestandose en forma
de nauseas, vomitos, diarreas, dolor abdominal. Las manifestaciones
cutaneas por reacciones alérgicas son poco comunes entre 0.4% a 2.2%, e
incluyen eritemas, urticaria, prurito generalizado y erupciones, en general

producidas por fotosensibilidad. La fotosensibilidad se relaciona con el tipo de
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quinolona, con la dosis y tiempo de exposicién a la luz. La incidencia es
menos del 1% para el ciprofloxacino. En cuanto al aparato urinario, se ha
observado en ocasiones, elevacion de los titulos de creatinina en enfermos
tratados (incidencia del 0.2% al 1%). Excepcionalmente se ha descrito algun
caso de cristaluria, esta relacionado con el grado de solubilidad de la
quinolona, pH urinario, fallo renal por accién directa 6 por reaccion de
hipersensibilidad en adultos mayores de 60 afos.

La terapia con quinolonas origina ocasionalmente alteraciones en
parametros analiticos, tales como elevacién moderada de transaminasas
(1%-3%), eosinofilia, neutropenias (menos 1%).

En animales de experimentacion se ha observado que las quinolonas
al ser acidos organicos afectan a los cartilagos de conjuncién, produciendo
artropatias. Se produce una erosion irreversible del cartilago y derrames no
inflamatorios en las articulaciones, causando anomalias esqueléticas en
animales jovenes. En humanos, solo se ha observado en 1%, describiéndose
casos de enfermos con molestias articulares, después de recibir dosis
prolongadas. La experiencia en nifios es escasa, en algunos casos tratados,
han presentado sintomas articulares pero que son reversibles. De momento
no es aconsejable el empleo de quinolonas en nifios en periodos de
crecimiento, gestantes 6 madres lactantes salvo en casos de extrema
necesidad, siempre valorando el riesgo / beneficio.

Las quinolonas también se han asociado a tendinitis y rotura de
tendones de mano, hombros, principalmente del de Aquiles, siendo los
enfermos de mas riesgo los sometidos a tratamientos largos, con uso

concomitante de esteroides.

7.- Aplicaciones terapéuticas
El espectro de la actividad in vitro de las quinolonas ha evolucionado

considerablemente desde la aparicion del primer miembro de este grupo, el
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acido nalidixico, que posee un espectro esencialmente limitado a algunas
especies G(-).

Las 4-quinolonas mas recientes, presentan una actividad
considerablemente mayor que la mayoria de los agentes mas antiguos.
Presentan un espectro de actividad que aumenta notablemente frente a
ciertos organismos aerobios G(-) y G(+). De ahi su utilidad en el tratamiento
de numerosas infecciones. En concreto el ciprofloxacino esta indicado para el

tratamiento de:

- Infecciones respiratorias: bronconeumonia y neumonia, bronquitis
aguda, bronquitis crénica, exacerbacién pulmonar aguda de la fibrosis
quistica asociada a P. aeruginosa en adultos y nifios de
5-17 anos, bronquiectasia, empiema.

- Infecciones genitourinarias: uretritis complicadas y no complicadas,
cistitis, anexitis, pielonefritis, prostatitis, epididimitis, gonorrea.

- Infecciones gastrointestinales: fiebre entérica, diarrea infecciosa.

- Infecciones ostearticulares: osteomielitis, artritis séptica.

- Infecciones cutaneas y de tejidos blandos: Ulceras infectadas,
quemaduras infectadas.

- Infecciones sistémicas graves: septicemia, bacteriemia, peritonitis,
infecciones en inmunodeprimidos con tumores hematoldgicos o
sélidos.

- Infecciones de las vias biliares: colangitis, colecistitis, empiema biliar.

- Infecciones intra-abdominales: peritonitis, abcesos intra-abdominales.

- Infecciones pélvicas: salpingitis, endometritis, enfermedad inflamatoria
pélvica.

- Infecciones otorrinolaringolégicas: otitis media, sinusitis, mastoiditis.
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8.- Utilizacion de ciprofloxacino en infecciones éseas

El tratamiento de pacientes que padecen de osteomielitis, en especial
cuando ésta ha sido causada por bacilos aerébicos G(-), independientemente
de que la infeccion haya sido asociada con un dispositivo protésico o no, el
éxito del tratamiento se puede conseguir con un diagndstico microbiolégico
correcto, un tratamiento quirurgico adecuado y una terapia antimicrobiana
apropiada y prolongada. La osteomielitis como proceso infeccioso que afecta
a la cortical 6sea o a la cavidad medular exige que los antimicrobianos que se
utilicen abarquen los siguientes aspectos: amplio espectro de actividad, poder
de penetracion en el hueso, ser relativamente no téxicos, no inducir
resistencia durante la terapia y permitir el tratamiento ambulatorio de la
osteomielitis.

Varias fluoroquinolonas han demostrado su utilidad en el tratamiento
de la osteomielitis cronicas, postraumaticas y posquirurgicas, en las que son
habituales las infecciones mixtas por S. aureus, Pseudomonas y otras
bacterias G(-). Su administracion se inicia por via intravenosa, sobre todo en
los casos mas graves y complicados, pasando posteriormente a la via oral
durante un largo tiempo.

Las concentraciones de fluoroquinolonas alcanzadas en humanos en
hueso tras la administracion de dosis unicas de antibiético por via oral o IV
son proporcionales a las dosis administradas y se encuentran entre 1 y 2
mg/kg para el ofloxacino y ciprofloxacino. Estos valores superan las MIC
frente a Enterobacteriaceae y se encuentran en el intervalo de sensibilidad de
estafilococos y una cierta proporcién de especies de Pseudomonas (Lew y
Waldvogel, 1995).

De entre las fluoroquinolonas, el ciprofloxacino, ha sido el mas
estudiado. Los tratamientos con este antibiotico se basan en la administracion
de 750 mg cada 12 horas por periodos que se prolongan desde 6 semanas a

varios meses. La tolerabilidad se puede considerar aceptable: 28% de los
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pacientes manifiestan sufrir efectos adversos leves tales como: nauseas,
alteracion de enzimas hepaticos o rash. En general los valores de respuesta
terapéutica para tratamientos de 2 a 21 meses son de 56% (curacion), 11%
(mejoria) y 32% (fallo) (Lew y Waldvogel, 1999).
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OBJETIVOS

El propdsito de este trabajo de investigacion es elaborar y caracterizar,
tanto in vivo como in vitro, implantes compuestos de una mezcla de
biomateriales y ciprofloxacino, que proporcione las concentraciones minimas
necesarias para erradicar una infeccién ésea. Para ello la liberacién del
antibiético debe ser gradual y sostenida durante al menos 4 - 6 semanas y el
sistema debe a su vez ser capaz de favorecer la regeneracion del tejido 6seo
resecado. Pretendemos por tanto, que la nueva formulacion sea eficaz para el
tratamiento de la osteomielitis en sus dos vertientes: tratar la infeccion y

sustituir el tejido necrosado por nuevo tejido éseo.

Las etapas a cubrir son:

12.- Elaboracién de implantes de ciprofloxacino con mezclas de fosfatos

célcicos y polilactico.

28 - Caracterizacion de la liberacion del antibiético in vitro: estudio de los
factores que controlan la cesion del ciprofloxacino desde los implantes

elaborados.

32.- Caracterizacion de la liberacion del antibiético tras la colocacion de
implantes en el fémur de conejos: niveles alcanzados en hueso, estudio de
los factores que controlan la cesion del ciprofloxacino y valoracion de la

capacidad osteoconductora del sistema.

42 - Estudio de la correlacion in vitro — in vivo.
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MATERIAS PRIMAS

En la elaboracién de los implantes se utilizaron los siguientes los
productos: hidroxiapatita, Cas(PO4);0H (HAP) (Osteosynth), fosfato tricalcico,
Ca3(POs), (FTC) (Panreac), acido DL-polilactico (DL-PLA-30, Resomer®
R203) (Boehringer Ingelheim KG) vy clorhidrato de ciprofloxacino,
C17H19CIFN30O3.H,O (ciprofloxacino) donado gratuitamente por Laboratorios

Bayer (Quimica Farmaceéutica Bayer, S.A.).

CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS

Analisis granulométrico de los componentes del implante

El didametro medio y la distribucion de tamarno de las materias primas
empleadas en la elaboracion de los implantes: HAP, FTC, ciprofloxacino y DL-
PLA-30, se realizé por difracciéon de luz laser utilizando un equipo Coulter®-
LS 100. Se prepara para ello una suspensiéon diluida del polvo en tampdn
fosfato pH 7.4 y después de sonicar en un bafio de ultrasonidos durante 1
minuto para favorecer la desagregacion del mismo, se realiza la medida. El
tiempo de analisis fue de 90 segundos y el aparato se calibra con
microparticulas de 500 um. Los resultados son expresados en diametro medio

en volumen.

Determinacion _del peso molecular _medio y polidispersividad del

polimero
El polimero empleado en la elaboracion de los implantes, acido DL-

polilactico (DL-PLA-30, Resomer® R203), suministrado por Boehringer
Ingelheim, tiene una viscosidad intrinseca declarada de 0,3 dl/g. Antes de su
utilizacién se analizé por la técnica de cromatografia de permeacion en gel

(GPC) relativa a patrones de poliestireno monodispersos, de acuerdo con el
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método que se detalla a continuacion y se determind su peso molecular
medio en peso (Mw) y en nimero (Mn), asi como la polidispersividad (pd) que
nos da una medida de la dispersioén de la curva de distribucion.

La GPC se llevé a cabo utilizando un equipo Waters compuesto por:
una bomba Model 510, inyector manual (Rheodyne®), refractometro
diferencial Model 410 que permite el control interno y externo de la
temperatura, horno calefactor para el control de la temperatura de las cuatro
columnas (Ultrastyragel®) colocadas en serie y con tamafio de poro de 107
103, 10* y 10° A, respectivamente. La adquisicién y el analisis de datos se
realizaron con el programa Maxima 820, v. 3.30.

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron:

- Columnas: Ultrastyragel.

- Temperatura: 31 °C (detector y columnas).

- Fase movil: tetrahidrofurano (THF, Merck), filtrado (filtros Millipore

FH con tamafio de poro de 0,5 um) y desgasificado.

- Flujo: 0,9 ml/min.

- Tiempo de andlisis: 50 min.

- Volumen de inyeccion: 25 ul (patrones y muestras).

- Concentracion: 0,05% (m/v) en el caso de los patrones y 0,5%

(m/v) en el de las muestras a analizar. Tanto los patrones, como
las muestras se disolvieron en THF.

- Numero de replicados: 3

Para calibrar el sistema se emplearon patrones monodispersos de
poliestireno con pesos moleculares de: 2.800, 5.570, 10.300, 43.900,
102.000, 190.000, 355.000 y 710.000 (Tokio Soda Ltd).
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Analisis calorimétrico de los componentes del implante

El PLA-30 y los fosfatos utilizados en la elaboracion de los implantes
fueron analizados mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) para su
caracterizacion térmica. Los correspondientes termogramas se obtuvieron
depositando las muestras (polvo) en capsulas de alumina. El equipo
empleado fue un calorimetro diferencial de barrido Mettler (DSC 821° Mettler
Toledo). Las medidas se realizaron en atmodsfera de nitrégeno, empleando
una capsula vacia de referencia.

Se realizaron dos tipos de andlisis:

a) Analisis de posibles interacciones entre los fosfatos y el PLA-30 del

implante. Para ello, tanto los componentes aislados como las
mezclas se sometieron a un ciclo de temperatura desde 30°C a
250°C.

b) Andlisis para la determinacién de la temperatura de transicién
vitrea (Tg) del PLA-30. Para ello, las muestras se sometieron a
ciclos sucesivos de calentamiento/enfriamiento:

Primer ciclo: temperaturas desde 30°C a 160°C,
Segundo ciclo: temperaturas desde 160°C a -60°C
Tercer ciclo: durante 10 minutos se mantiene el sistema a -60°C

Cuarto ciclo: temperaturas desde -60°C a 160°C.

Los analisis se hicieron por triplicado, con un caudal de nitrdgeno de

100 ml/min, a una velocidad de 10°C/min y una resolucion <7 muW.

Determinacion de la estructura cristalina de los componentes del

implante
Las muestras de fosfatos, polimero y ciprofloxacino fueron analizadas

por difraccion de rayos X a temperatura ambiente con un difractdmetro de
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polvo (Philips XPER'T), equipado con un monocromador secundario y

utilizando la radiacion Ko del Cu (A = 1,5418 A). El intervalo angular fue 5° <

26 < 80°, utilizando un tamafo de paso de 0,02° y un tiempo por paso de 3 s.

PREPARACION DE LOS IMPLANTES

Los implantes fueron preparados por compresion directa siguiendo el

método que se describe a continuacion.

Preparacion de la mezcla: en un mortero se mezclan en primer lugar, los
fosfatos, HAP y FTC. Posteriormente se afiade a la mezcla anterior el
polimero y finalmente, el ciprofloxacino, en las proporciones adecuadas
segun la formulacién a elaborar.

Elaboracion de los implantes: los implantes fueron preparados por
compresion de 500 6 1000 mg de mezcla utilizando un punzén de 6 mm
en el caso de los implantes de 500 mg, y de 12 mm en el caso de los
implantes de 1 g. Para ello se utilizé una prensa hidraulica (Carver) a
temperatura ambiente, comprimiendo la mezcla durante cinco minutos a
una presion determinada, 520 o 312 MPa. Posteriormente los implantes
de 12 mm fueron cortados en paralelepipedos de aproximadamente
12 x4 x 6 mm.

ESTUDIO IN VITRO

Método analitico para la determinacion de ciprofloxacino

El método analitico usado para la determinacién de ciprofloxacino en

los ensayos in vitro, fue el método directo por espectrofotometria (Shimadzu
UV-VIS, modelo) a 277 nm.



Material y métodos 37

a) Determinacion del contenido de ciprofloxacino en los implantes

Para obtener las rectas de calibrado se utilizaron disoluciones
patrones de ciprofloxacino en HCI 0,1 N de concentraciones comprendidas
entre 2 y 9 ug/ml, preparadas a partir de una disolucion de ciprofloxacino en
HCI 0,1 N; El coeficiente de variacion del método fue del 2,09%. La relacion

lineal entre absorbancia y concentracion se ajust6 a la siguiente ecuacion:

y = 0,107x - 0,0503 (R? = 0,998) (ec.1)

b) Determinacion de ciprofloxacino en los implantes durante los ensayos de

cesién

Las disoluciones patrones de ciprofloxacino, de concentraciones
comprendidas entre 2 y 12 ug/ml, fueron preparadas en tampodn fosfato pH =
7,4 a partir de una disolucién de ciprofloxacino en HCI 0,1 N. El coeficiente de
variacion del método fue del 1,34%. La relacion lineal entre absorbancia y

concentraciéon se ajusto a la siguiente ecuacion:

y = 0,075x - 0,0075 (R? = 0,999) (ec.2)

Determinacién del contenido de ciprofloxacino en los implantes

El ensayo de uniformidad en contenido de ciprofloxacino se llevd a
cabo por triplicado. Se pesan cada uno de los implantes y se pulverizan. Cada
implante pulverizado se afiade a 100 ml de HCI 0,1 N y se agita durante 24
horas en un agitador magnético a temperatura ambiente y en oscuridad. Al
cabo de este tiempo se toma una alicuota y se filtra a través de filtros Gelman
GHP Acrodisc de 0,45 um de diametro de poro; 3 ml del filtrado fue analizado

por el método espectrofotométrico descrito en el apartado anterior. La
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eficiencia de contenido fue calculada como porcentaje de ciprofloxacino en la

mezcla con respecto a la cantidad inicial empleada.

Ensayos de cesion in vitro

Para la realizacién de estos ensayos, los implantes se incubaron en
tampon fosfato pH 7,4 (0,066 M) isoténico conteniendo 0,02% de azida-sddica
(Merck) como agente bacteriostatico. Las muestras se mantuvieron a 37°C sin
agitacion y protegidos de la luz.

Los ensayos se realizaron por triplicado para cada formulacion en
matraces Erlenmeyer de color topacio. A tiempos previamente establecidos
se tomaba el volumen total de medio de cesion para determinar el
ciprofloxacino cedido, previa filtracion, por el método espectrofotométrico
anteriormente descrito. EI medio extraido fue repuesto con un determinado
volumen de medio de cesion fresco que permitiera mantener las condiciones

sumidero durante todo el ensayo.

Comparacion de los perfiles de cesidn

Para comparar los perfiles de cesién in vitro de dos formulaciones, se
utilizé el “factor de similitud”, f, propuesto por Moore y Flanner (1996),

calculado a partir de la siguiente ecuacion:

n

-0,5
f, =50 xlog [1+12(Rt —Pt)z] X 100} (ec.3)
n

t=1

donde R;y P;son los porcentajes de ciprofloxacino cedidos a partir de cada
una de las dos formulaciones a tiempo f, y n es el nimero de puntos
muestreados.

El indice f, proporciona una medida de la similitud de dos curvas.

Puede tomar valores entre 0 y 100, de tal manera que un valor de 100
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indicaria que los perfiles de cesién de las dos formulaciones son idénticos,
mientras que a medida que dichos perfiles se alejan el uno del otro, el valor
de f, tiende a cero. Asi, el valor de f, para dos curvas que presentan una

diferencia promedio de un 10% es igual a 50.

Estudio de adsorcion de ciprofloxacino a los componentes del implante

Segun varios autores (Overbeck et al., 1995, Conceigao et al., 2000) el
ciprofloxacino puede ser retenido por la hidroxiapatita. Por ello se llevaron a
cabo ensayos de adsorcion para poder detectar una posible interaccién fisica
o de Van der Waals reversible del ciprofloxacino con los componentes del
implante.

Cuando se alcanza el equilibrio de adsorcién, la relacion existente
entre la cantidad de adsorbato adsorbido fisicamente por el adsorbente y la
concentracion de equilibrio, a temperatura constante, conduce a una isoterma
de adsorcién. Con frecuencia, la isoterma de adsorcion de una disolucién
diluida se asemeja a una curva del tipo I, y puede representarse por la
ecuacién de Freundlich o por la de Langmuir. Sin embargo, cuando los
farmacos son adsorbidos en forma de capas de espesor superior al de una
monocapa, las curvas resultantes son de otra naturaleza (Martin, 1967;
Glasstone, 1972). La isoterma de Freundlich toma la siguiente forma:

X

donde, Co; es la concentracion de equilibrio (concentracion final); x es la
cantidad de sustancia adsorbida, calculada a partir de las concentraciones
inicial y final y del volumen de disolucion empleado; m es la cantidad de
adsorbente y por tanto y, sera la masa adsorbida por unidad de masa de
adsorbente. Las constantes k (constante de afinidad) y n se pueden calcular

a partir de los datos experimentales. Esta ecuacion se utiliza normalmente en
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su forma logaritmica puesto que su representacion grafica conduce a una
linea recta siendo Jog K, la ordenada en el origen y 1/n, la pendiente de la

recta:

Iogi =logk + 1 logc,, (ec.5)
m n

Para llevar a cabo este estudio se realizaron tres ensayos, uno por
cada componente en las siguientes condiciones: 100 mg de PLA-30, 100 mg
de HAP y 100 mg de FTC suspendidos en disoluciones de ciprofloxacino en
tampon fosfato pH = 7,4 de 5, 10, 15, 20, 30, 50, 80 y 100 ug/ml. El sistema

se mantuvo a 37°C con agitacién durante 2 horas y protegido de la luz.

Evolucion temporal de las caracteristicas de los implantes

Se llevé a cabo mediante el estudio de porosidad, captacion de agua,

pérdida de masa y microscopia electrénica de barrido (SEM).

e Porosimetria por intrusién de mercurio

La porosidad de los implantes de cada formulacion fue determinada
usando un porosimetro por intrusién de mercurio (Micromeritics Pore Sizer
9305). La distribucién del volumen de poros (poros > 0,1 um) fue evaluada, a
partir de los datos obtenidos, usando la ecuacién propuesta por Washburn,
asumiendo poros circulares, una tension superficial de 480 mN/m para el
mercurio y un angulo de contacto entre el mercurio y el material de 130°.

Las condiciones experimentales empleadas fueron las siguientes:

- Penetrometro de solidos de 4,5 cm® de volumen

- Volumen aproximado ocupado por la muestra: 30%

- Intervalo de presiones de trabajo: 0,8 - 2500 O psi

- Replicados: 3
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e Captacion de agua v pérdida de masa

Estos estudios se llevaron a cabo en las mismas condiciones que los
ensayos de cesion in vitro. Los implantes fueron pesados (peso inicial) y
puestos en el medio citado anteriormente. A intervalos predeterminados de
tiempo, se retiran los implantes del medio, se elimina el exceso de agua y se
pesan (peso humedo). A continuacion se dejan secar durante 7 dias a vacio
en un desecador con pentoxido de fosforo (Merck) a temperatura ambiente y
se vuelven a pesar (peso final). Los porcentajes de captacion de agua y de

pérdida de masa fueron estimados mediante las siguientes ecuaciones:

captacion de agua (%):% x100 (ec.6)
f

(Mi _Mc)_M

pérdida de masa (%)= £ x100 (ec.7)

i

donde: M;, es el peso humedo; M es el peso final; M; es el peso inicial y M, es
la cantidad cedida de ciprofloxacino. Por tanto, la pérdida de masa de los
implantes fueron calculados corrigiendo el peso inicial de éstos por la

cantidad de ciprofloxacino cedido a cada tiempo.

¢ Microscopia electréonica de barrido

Esta técnica fue usada para la caracterizacion morfoldégica de la
superficie y estructura interna de los implantes, observando tanto las
muestras superficiales como los cortes transversales. Para ello, las muestras
se recubrieron previamente con una pelicula de oro-paladio bajo una

atmosfera de argon y fueron examinadas al SEM (Jeol JSM-632) a 15 kV.



42 Tesis Doctoral

Evolucion temporal de los componentes del implante

Este estudio se llevd a cabo mediante la determinacion de la
estructura cristalina y caracteristicas térmicas de los componentes del
implante y, la degradacion del polimero. Para ello los implantes son
incubados y a tiempos preestablecidos se retiran del medio de cesién, se
elimina el exceso de agua y se mantienen en un desecador con pentoxido de
fésforo durante 7 dias. Los implantes secos se almacenan en frascos
herméticamente cerrados con silicagel (Merck), en nevera a 4°C hasta su

posterior analisis.

a) Analisis por Difracciéon de Rayos X

Para el estudio de la estructura cristalina se procedié a analizar por
difraccién de rayos X, en las condiciones previamente detalladas, tanto la
mezcla inicial de fosfatos como los implantes recién elaborados y después de

un periodo de incubacién de 1 y 8 semanas.

b) Analisis de los fosfatos por DSC

Este analisis se realizé en implantes elaborados sin antibiético porque
el ciprofloxacino a elevadas temperaturas sufre un proceso de
descomposiciéon. Los tiempos de incubacion seleccionados para determinar

los cambios en los fosfatos integrantes de la matriz fueron 0, 1 y 8 semanas.

c) Estudio de la degradacién del polimero mediante GPC y DSC

El seguimiento de la degradacion del polimero durante los ensayos de
cesion in vitro, se llevd a cabo determinando la variacion de los pesos
moleculares y de la temperatura de transicién vitrea después de 0, 1,2, 4y 8
semanas en incubacién. Se utilizaron dos técnicas: GPC para la
determinacion de los pesos moleculares y DSC para la temperatura de

transicion vitrea.
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- Tratamiento de muestras para GPC: los implantes son pulverizados y tres
alicuotas de cada uno fueron tratadas con tetrahidrofurano (THF, Merck)
para disolver el polimero constituyente del implante. La degradacion del
polimero fue medida determinando los pesos moleculares medios en peso
y numero y la polidispersividad a lo largo del ensayo.

- Tratamiento de las muestras para DSC: en este caso, el polimero fue
analizado por calorimetria diferencial de barrido a lo largo del ensayo de
cesiéon in vitro para determinar su temperatura de transicion vitrea,
empleando las condiciones y el equipo anteriormente descrito. Las
muestras son obtenidas por pulverizacion de los implantes secos,
colocando una cierta cantidad (alrededor de 5 mg) en las capsulas de

alumina.

ESTUDIO IN VIVO
Los ensayos in vivo, que se describen a continuacién, fueron
previamente aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de La

Laguna.

Animales de experimentacion

Los ensayos in vivo se realizaron en conejos machos de raza
Neozelandesa albinos, con pesos comprendidos entre 3 y 4 kg.

Los animales antes y después de someterlos a la intervencion
quirurgica que a continuacion se describe, se alojaron en el estabulario de la
Universidad de La Laguna, en jaulas y condiciones de acuerdo con la

normativa europea vigente.
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Técnica quirurgica

En primer lugar se pesa el animal y se anestesia administrando una
disolucién de ketamina (35 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg) por via intramuscular.
Una vez anestesiado, se procede al afeitado de la pata trasera derecha.

Posteriormente se le traslada al area quirurgica, donde se realiza la
limpieza de la zona a intervenir, delimitdndola seguidamente con povidona
yodada (Betadine®). Los conejos, preoperatoriamente, reciben una dosis de
25 ug/kg de buprenorfina (Buprex®), como analgesia para el postoperatorio.

Tras la colocacion de los campos para aislar la zona, se realiza un
abordaje de unos 2,5 centimetros, longitudinal, en la region parapatelar
externa (Figura 1), seccionando las estructuras periarticulares de la cara
externa de la articulacion de la rodilla, para poder asi luxar la rétula hacia el
lado interno, tras la artrotomia correspondiente (Figura 2) (Wei et al., 1991).
Esta maniobra, se acompafa con un movimiento de flexo-extension de la
rodilla, que deja expuestos los condilos femorales. Se practica un orificio en la
region intercondilea (Figura 3), respetando la insercion femoral de los
ligamentos cruzados, con una fresa Shanon Burr de 6 mm, idéntica a las
empleadas en la cirugia percutanea del pie, adaptadas a un motor eléctrico
(Minicraft) que alcanza unas 1.200 rpm. De esta manera, se accede a la zona
metafisaria y posteriormente, avanzando en profundidad y respetando
siempre las corticales, a la diafisis femoral. Finalmente, el implante
previamente pesado se introduce en la cavidad creada (Figura 4).

Tras la limpieza meticulosa de la viruta 6sea, producto del fresado,
para evitar las posibles calcificaciones periarticulares que alterarian los
resultados radioldgicos, se procede en primer lugar a la reduccién de la rétula,
para continuar con la sutura por planos, con material reabsorbible del 4/0. La
piel se sutura con material no reabsorbible (Figuras 5y 6).

Las pérdidas hematicas con este tipo de intervencion son minimas.
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Una vez terminada la intervencion, se limpia nuevamente la herida
quirurgica con povidona yodada y a continuacion se coloca cada animal en
una jaula independiente, provista de comida y agua, en un ambiente tranquilo
y silencioso.

Posteriormente y tras recuperarse de la anestesia, aproximadamente
al cabo de 20-30 minutos, se permite que el animal cargue libremente sobre
la pata operada.

Los conejos reciben cada 8-12 horas una dosis de buprenorfina de 25
ug/kg, durante las 36 primeras horas del periodo postoperatorio y durante los
cuatro primeros dias del postoperatorio, se aplica Povidona yodada a la

herida operatoria y se controla el estado general de animal.

Figura 1.- Incision pararotuliana tras afeitado .
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Figura 2.- Artrotomia de la rodilla

Figura 3.- Preparacion del orificio
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Figura 4.- Infroduccion del implante

Figura 5.- Sutura de la capsula articular
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Figura 6.- Cierre de la piel

Determinacion de ciprofloxacino in vivo

La valoracion de ciprofloxacino, remanente en el implante y en las
muestras bioldgicas, fue llevada a cabo empleando el método microbiolégico

que se describira posteriormente.

Protocolo de muestreo

El estudio en conejos se llevd a cabo con dos formulaciones y 38

animales, divididos en tres grupos:

Grupo |: 3 animales para un estudio control
Grupo Il: 9 animales para el estudio de una de las formulaciones.

Grupo lll: 26 animales para el estudio de la otra formulacién.
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o Muestras oseas:
Grupo I: este grupo se utilizé con dos fines: el estudio radiolégico e histolégico
control y por otro lado, el seguimiento de la evolucion de las alteraciones del
implante. Para ello, se insertd en el fémur derecho del animal un implante
blanco elaborado solo con fosfatos y PLA-30, a una presion de 312 MPa y en
el izquierdo el implante objeto de estudio. Los conejos fueron sacrificados
después de 1, 4 y 8 semanas, con una dosis letal de pentobarbital sédico,
previamente anestesiados con la mezcla de ketamina y xilacina. Para
asegurar la muerte del animal, tal como se recomienda en estos casos, se
procede a la seccion del diafragma. Inmediatamente después se realiza la
extraccion del fémur en el que previamente se le habia colocado el implante,
desarticulandolo de la rodilla y de la cadera y extrayéndolo con la minima
cantidad posible de tejido muscular.

Para el analisis radioldgico e histoldgico se mantiene la pieza de fémur
en una disolucion de formaldehido al 10% hasta la realizacion del mismo.

El implante colocado en la pata izquierda es extraido y dividido en tres
secciones, una se reserva para el estudio microscopico (SEM), mientras que
las otras dos son pulverizadas para analizarlas por GPC y DSC, con el fin de

determinar el peso molecular del polimero y su Tg, respectivamente.

Grupo |I: formado por nueve animales, tres para cada tiempo, destinados al
estudio de una de las formulaciones elegidas. Los conejos fueron sacrificados
después de 1, 2 y 4 semanas siguiendo el método descrito anteriormente.
Ademas del fémur, se les extraia también la tibia. Las muestras se utilizaban

para la extraccion de ciprofloxacino remanente en tejido éseo y en implante.

Grupo lll: en este tercer grupo, destinado al estudio de otra de las

formulaciones elegidas, los 26 conejos fueron sacrificados de igual manera
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que los anteriores, después de 3 dias, 1, 2, 3, 4 y 6 semanas. Después de
sacrificados se les extrae el fémur y la tibia. Para cada tiempo se tenian
cuatro animales, de los cuales uno se seleccionaba al azar para su estudio
radiolégico e histologico, procediendo de igual forma que se comentd
anteriormente. Ademas de las muestras correspondientes a los tiempos
citados, se reservaron dos animales mas para sacrificar a las 12 y 24
semanas de la operacion con el objetivo de ampliar el estudio radiologico e
histolégico a seis meses. Las tres muestras restantes de cada tiempo se
emplearon para la extraccion de ciprofloxacino remanente en tejido éseo y en

implante.

e Muestras de sangre: periddicamente se tomaban muestras de sangre
mediante puncién de la vena marginal de la oreja, a lo largo del estudio in
vivo. Las muestras fueron conservadas a -20°C, previa centrifugacién, hasta

el momento de su valoracion.

Tratamiento de muestras

e Muestras éseas: una vez extraido el fémur con el implante, el hueso es
cortado longitudinalmente con una sierra acoplada a un motor eléctrico para
retirar el implante; posteriormente se divide y se corta en cinco secciones:
metafisis distal, tercio diafisario distal, medio y proximal y, metafisis proximal.
A cada una de estas secciones se le extrae la médula y se pesa.

En el caso de la tibia, una vez extraida, se cortaba en tres secciones
correspondientes a la metafisis distal, diafisis y metafisis proximal separando
asi mismo, la médula de cada una de ellas y pesandola.

Cada una de las secciones de fémur y tibia son medidas, pesadas y

pulverizadas.
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Para extraer el ciprofloxacino de las muestras éseas se utilizé como
medio tampon citrato de pH 4, por la mayor solubilidad y estabilidad del
antibiotico en este medio, realizando la extraccién a temperatura ambiente, en
agitacion y protegiendo las muestras de la luz.

Cada muestra fue sometida a sucesivas extracciones, de 24 horas
cada una, finalizando la extraccién en el momento en que los niveles de
ciprofloxacino eran indetectables. Después de cada extracciéon se
centrifugaba la muestra y en el sobrenadante resultante se determinaba la
concentracion de ciprofloxacino.

e Muestras de implantes: para extraer el ciprofloxacino remanente en el
implante, se procedia a la extraccion durante 24 horas y en agitacion,
utilizando el mismo medio que en las muestras 6seas y con un volumen tal
que se cumplieran las condiciones sumidero. Posteriormente se centrifugaba
la muestra, se filtraba a través de filtros Gelman GHP Acrodisc de 0,45 um de
diametro de poro y se determinaba la concentracion de ciprofloxacino.

¢ Muestras de sangre: las muestras de suero se obtenian por centrifugacion
y se analizaban posteriormente por el método microbiolégico que se detalla a

continuacion.

Método analitico para la valoracion de ciprofloxacino in vivo

Los niveles de ciprofloxacino en las muestras son valorados
microbiolégicamente por quintuplicado, por el método de difusion en agar
utilizando Bacillus subtilis (CECT 39).

e Obtencion del preinoculo: La preparacién del preinoculo de B. subtilis se
lleva a cabo en caldo nutritivo (Cultimed, Panreac) a 37°C durante 18
horas en agitacion basculante.

e Preparacion del cultivo bacteriano: Una vez obtenido el preinoculo y tras

las diluciones correspondientes, se toman 250ul de la suspension
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bacteriana (10° ufc/ml) y se mezclan con 15 ml de agar Mueller-Hinton
(Merck), obteniéndose una concentracién final de 10* ufc/ml

e Valoraciéon del antibidtico: Tras la solidificacion del medio de cultivo, se
colocan los discos de 12,7 mm de diametro (Schleider & Schuell)
cargados con 100 pl de muestra y se incuban a 37°C aproximadamente
durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se procede a la medida del
halo de inhibicién, cuantificando la concentracion de ciprofloxacino con
respecto a una recta de calibrado.

e Control del método: Se lleva a cabo mediante la inclusion de una recta de
calibrado en cada valoracion. Para obtener las rectas de calibrado se
utilizaron disoluciones patrones de ciprofloxacino en tampoén citrato pH 4
de concentraciones comprendidas entre 0,6 y 4 ug/ml, preparadas a partir
de una disolucién de ciprofloxacino en tampon citrato pH 4. El coeficiente
de variacion del método fue del 1,58 %. La relacion lineal entre el diametro
medio del halo de inhibicién (n = 5) y el logaritmo de la concentracién, se

ajustod a la siguiente ecuacion:

y=11,3x+223 (R*=0,982) (ec.8)

Control de la funcién renal

Todas las muestras de sangre extraidas de los animales implantados
fueron analizadas para la determinacion de la concentracion de creatinina en
suero, como control de la funcion renal a lo largo de los ensayos in vivo.

Para la determinacién de los niveles de creatinina se utilizé un kit de
creatinina (Roche-Diagnostics, USA) basado en el método de Jaffé (Bartels et
al., 1972) y un analizador Technicon-1000.

Para establecer los limites fisiolégicos en estos animales, se

determind la concentracion sérica de creatinina antes de ser implantados.
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Analisis radioldgico

El estudio radiolégico de las piezas se hizo en un aparato Philips®,
modelo OPTIMUS, con los siguientes datos: 44 kV, 3.6 mA/s y 15,4 msv.
Disparo libre y foco fino. Se utilizaron placas Konica®, de 24x30 cm.

En cada radiografia considerabamos los siguientes parametros:

e Partes blandas

e Reaccion peribstica

e Presencia de interfase implante-hueso
o Aspecto de la cortical

e Aspecto de la medular

e Aspecto del implante

Analisis histopatolégico

Una vez obtenida la radiografia del fémur, se procede a su estudio
anatomopatolégico. Las piezas 6seas como ya se ha comentado son
conservadas en una disolucion de formaldehido al 10% hasta el momento de
su analisis histopatoldgico. Las muestras fijadas fueron decalcificadas en una
disolucién de acido formico al 10%, se embebieron en parafina liquida y se
cortaron en secciones de 6 um para ser posteriormente, tefiidas con

hematoxilina y eosina y examinadas al microscopio éptico.
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ESTUDIO IN VITRO

1. CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS

Como hemos indicado, los materiales empleados en la elaboracién de
los implantes fueron caracterizados en cuanto a tamafo de particulas, peso
molecular, temperatura de transicion vitrea y estructura cristalina.

La tabla 1 muestra el didmetro medio en volumen vy la distribucién de

tamano de particula de ciprofloxacino, polilactico y fosfatos.

Percentil < (um
Muestra
Media (um) 10 % 50 % 90 %
Ciprofloxacino 28,4 4,06 27,7 53,3
PLA-30 41,4 13,1 38,0 74,5
Hidroxiapatita 8,10 1,15 4,53 15,9
Fosfato tricalcico 2,52 0,552 1,30 5,89

Tabla 1.- Didmetros medios en volumen correspondientes a la media y porcentajes
acumulados del 10%, 50% y 90% para los componentes empleados en la elaboracion
de los implantes.

Los pesos moleculares medios y polidispersividad del polimero
utilizado en la preparacion de los implantes, determinados por GPC, fueron:
Mw = 26,5 + 0,225 kD; Mn = 17,0 + 0,296 kD y pd = 1,55 + 0,014. La
temperatura de transicion vitrea (Tg) del PLA-30 fue de 43,8°C.

En la figura 7 se muestran los difractogramas de rayos X en polvo de
los fosfatos y de ciprofloxacino. Los resultados de DSC de los fosfatos
individualmente como de su mezcla en la proporcién 25:75 (HAP/FTC) se

muestran en la figura 8.
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Figura 7.- Peffil de difraccion de rayos X del clorhidrato de ciprofloxacino (CFX),
hidroxiapatita (HAP) y fosfato tricalcico (FTC).
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Figura 8.- Termogramas correspondientes a la hidroxiapatita (HAP), fosfato tricalcico
(FTC) y la mezcla de ambos en la proporcion 25/75.

2. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE FORMULACIONES DE
CIPROFLOXACINO

A. ESTUDIO PREVIO
Con el fin de determinar la relacién de fosfatos Optima para la
elaboracion de los implantes, procedimos a elaborar dos lotes, F-A y F-B

cuyas caracteristicas y composicién se muestran en la tabla 2.

Lote HAP/FTC PLA/Fosfatos Ciprofloxacino Presion Peso
(%) (%) (%) (MPa) (mg)

F-A 75/25 20/80 20 520 405,2 + 4,55

F-B 25/75 20/80 20 520 375,4+42,3

Tabla 2 .- Composicién y caracteristicas de los implantes F-A y F-B. Peso medio +
desviacion estandar (n = 3).
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Los resultados de los ensayos de cesion de estos lotes se recogen en
las tablas 3 y 4 y en las figuras 9 y 10 se representan los porcentajes medios

cedidos para ambas formulaciones.

Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) | Il 11
0,286 5,06 5,08 5,31 5,15 0,140
0,714 9,88 10,4 11,0 10,4 0,551
1 13,1 13,1 13,8 13,3 0,403
1,43 17,0 16,5 17,2 16,9 0,343
2 22,2 21,5 22,0 21,9 0,370
3 29,8 29,5 28,6 29,3 0,601
4 36,2 35,8 34,3 35,5 0,994
5 40,2 40,4 38,2 39,6 1,20
6 44.4 449 41,9 43,7 1,61
7 48,4 48,9 45,5 47,6 1,85
8 53,4 53,5 50,4 52,5 1,79

Tabla 3.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacién F-A (80,1, 81,9 y 81,1 mg iniciales de ciprofloxacino para cada
replicado, respectivamente) en tampén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02%
de azida sddica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) I 1] 11

0,143 2,69 2,44 2,69 2,61 0,145
0,286 5,37 4,59 4,61 4,85 0,444
0,429 6,98 6,27 5,66 6,30 0,663
0,714 9,83 8,80 7,56 8,73 1,14
1 12,4 10,8 9,16 10,8 1,61
1,43 15,2 15,1 12,0 14,1 1,82
2 19,3 18,9 15,9 18,1 1,85

3 251 244 21,6 23,7 1,85

4 34,1 32,1 27,7 31,3 3,27

5 36,6 34,6 30,0 33,7 3,37

6 42,7 37,9 33,3 38,0 4,71

7 46,1 43,4 39,0 42,9 3,60

8 52,2 50,5 44,0 48,9 4,36

Tabla 4.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacion F-B (80,3, 79,6 y 65,3 mg iniciales de ciprofloxacino para cada
replicado, respectivamente) en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02%
de azida sddica.
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Figura 9.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-A en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isotonico con 0,02% de azida
sodica.
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Figura 10.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-B en tampén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida
sodica.
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B. ELABORACION Y CARACTERIZACION DE IMPLANTES

Las formulaciones se elaboraron segun se describid en el apartado de
material y métodos, preparando lotes de 10 g; para ello se preparé una
mezcla fisica de los fosfatos, polimero y ciprofloxacino y se comprimieron a
520 MPay 312 MPa.

Para simplificar la nomenclatura, los lotes se designaron de la
siguiente forma: F-p-PLA-ciprofloxacino, es decir F indica la formulacion,
seguida de 5 6 3 segun se aplica una presion de 520 6 312 MPa, seguido de
la proporcion relativa de PLA con respecto a los fosfatos y finalmente, el

porcentaje de ciprofloxacino incluido en el implante.

La composicion y caracteristicas de las diez formulaciones elaboradas

se muestran en las tablas 5 y 6.

1) Ensayos de cesién in vitro

En las tablas 7-16 se recogen las cantidades de ciprofloxacino cedidas
desde los implantes de las formulaciones elaboradas y en las figuras 11 - 20

se representan sus correspondientes perfiles de cesion.
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Formulacion Presion PLA/fosfatos Ciprofloxacino

(MPa) (%) (%)
F-5-0-10 520 0/100 10
F-5-0-20 520 0/100 20
F-5-0-40 520 0/100 40
F-5-20-10 520 20/80 10
F-5-50-20 520 50/50 20
F-3-0-10 312 0/100 10
F-3-20-10 312 20/80 10
F-3-20-20 312 20/80 20
F-3-20-40 312 20/80 40
F-3-50-10 312 50/50 10

Tabla 5.- Composiciéon y presiéon de los implantes de las distintas formulaciones
elaboradas.
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Formulacion  Ciprofloxacino Peso Dimensiones
Incorporado (%) (mg) (mm)
F-5-0-10 10,1 £ 0,07 495,6+ 0,252 11,9 + 0,039
a:3,57 + 0,080
f: 6,03 + 0,069
F-5-0-20 19,9+ 0,14 476,2+ 58,1 I: 11,5+ 1,06
a: 3,7+ 0,109
f. 6,15 + 0,382
F-5-0-40 39,9+0,41 497,7+ 19,5 I: 12,1+ 0,055
a: 3,81+ 0,2
f. 6,38 + 0,084
F-5-20-10 10,6 £ 0,006 344,0 + 23,9 I: 10,3 + 1,45
a: 4,39 + 0,026
f. 5,31 £ 0,627
F-5-50-20 20,6 = 0,304 340,6 + 32,5 [: 10,3 £ 0,543
a: 4,97+ 0,125
f: 5,16 + 0,238
F-3-0-10 9,84 +0,12 500,2+ 0,07 d: 6,05+ 0,018
a: 7,53 + 0,027
F-3-20-10 9,55 + 0,07 499,2+ 0,129 d: 6,05 + 0,0006
a: 8,67 + 0,006
F-3-20-20 19,6 + 0,14 499,1+ 0,265 d: 6,04 + 0,0006
a: 8,87 £ 0,024
F-3-20-40 40,3 + 0,41 499+ 0,503 d: 6,04 + 0,005
a:94+0,034
F-3-50-10 9,4 + 0,051 497,5+ 2,02 d: 6,01 £ 0,006
a: 10,3 £ 0,024

Tabla 6.- Composicion, peso y dimensiones de los implantes elaborados;

I: longitud; a: altura; f: fondo; d: diametro (n = 3).
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C
0,286 3,14 3,34 3,29 3,25 0,10
0,714 7,74 7,89 8,01 7,88 0,139
1 10,7 11,1 10,8 10,9 0,209
1,43 15,8 16,5 16,4 16,2 0,387
2 201 20,9 20,8 20,6 0,415
3 30,6 31,7 31,6 31,3 0,614
4 41,3 42,4 42,3 42,0 0,60
5 45,4 46,6 46,2 46,1 0,636
6 48,9 49,7 49,9 49,5 0,513

Tabla 7.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacion F-5-0-10 (50,05, 50,1 y 50,0 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampoén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sddica.

Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,286 4,95 5,63 6,02 5,53 0,541
0,714 11,5 13,9 12,6 12,7 1,20
1 15,3 19,3 17,2 17,3 1,98
1,43 25,2 29,7 28,6 27,8 2,33
2 32,7 36,8 35,0 34,8 2,07

3 43,3 48,3 46,1 45,9 2,51

4 51,2 55,8 57,5 54,8 3,28

5 56,8 62,8 63,5 61,0 3,72

6 61,5 69,2 70,6 67,1 4,89

7 66,6 76,8 78,1 73,8 6,32

8 73,4 84,6 85,7 81,2 6,79

9 82,1 92,8 94,3 89,7 6,64

Tabla 8.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacién F-5-0-20 (82,6, 103,56 y 99,2 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isotdénico con
0,02% de azida sédica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,286 8,20 7,94 7,27 7,81 0,478
0,714 21,1 20,3 16,9 19,4 2,23
1 28,8 27,4 22,7 26,3 3,18
1,43 47,5 43,1 35,5 421 6,05
2 59,0 50,3 442 51,2 7,44

3 82,5 75,3 70,0 75,9 6,30

4 106,8 98,4 92,5 99,2 7,18

5 125,3 117,0 108,7 117,0 8,30

6 146,0 135,5 125,6 135,7 10,2

7 164,6 153,1 141,5 153,1 11,6

Tabla 9.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacion F-5-0-40 (205,5 200,1 y 190,1 mg iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sédica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,143 2,11 2,08 2,54 2,24 0,256
0,286 3,42 3,28 3,96 3,55 0,362
0,429 4,16 4,38 4,99 4,51 0,427
0,714 5,83 5,74 6,53 6,03 0,431
1 6,79 6,99 7,91 7,23 0,597
1,43 8,49 8,30 9,54 8,78 0,668
2 9,79 9,79 11,6 10,4 1,05
11,4 12,0 14,4 12,6 1,59

4 12,8 14,1 16,3 14,4 1,78

5 14,5 16,1 18,1 16,2 1,84

6 15,8 17,8 19,8 17,8 1,97

7 16,9 19,3 21,4 19,2 2,27

9 18,9 23,2 23,9 22,0 2,73

11 20,7 25,2 26,2 24,0 2,94
13 22,0 26,9 28,0 25,6 3,19

Tabla 10.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacion F-5-20-10 (32,2, 36,3 y 39,9 mg iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sddica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,143 1,21 1,29 1,46 1,32 1,29

0,286 2,76 2,56 5,06 3,46 1,39

0,429 4,06 3,44 7,52 5,0 2,20

0,714 6,11 5,98 10,3 7,46 2,50

1 8,08 8,16 12,4 9,55 2,47

1,43 11,2 10,7 15,8 12,6 2,81

2 14,3 14,0 19,2 15,8 2,93

18,6 18,5 243 20,5 3,33

4 23,5 22,4 28,7 24,8 3,37

5 27,2 26,0 33,5 28,9 4,0

6 30,3 28,9 37,2 32,2 4,41

7 33,2 32,0 42,9 36,0 5,96

9 41,3 40,0 51,1 44 1 6,08

11 50,0 47,8 57,9 51,9 5,32

13 55,0 53,0 63,0 57,0 5,28

Tabla 11.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacion F-5-50-20 (72,1, 71,6 y 81,9 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sddica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C
0,143 2,84 3,05 3,07 2,99 0,128
0,286 6,03 5,60 5,45 5,69 0,30
0,429 9,35 8,09 9,68 9,04 0,841
0,714 19,1 19,9 19,1 19,4 0,495
1 30,4 31,5 27,5 29,8 2,03
1,43 41,5 42,7 37,1 40,4 2,94
2 46,5 48,4 43,1 46,0 2,65
3 50,1 49,8 48,6 49,5 0,826
4 50,6 49,8 52,3 50,9 1,26

Tabla 12.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacién F-3-0-10 (50,8, 49,8 y 53,56 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sédica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,143 2,26 2,33 2,19 2,26 0,072
0,286 4,41 4,33 4,26 4,33 0,074
0,429 5,65 5,68 5,58 5,64 0,055
0,714 8,79 9,28 8,64 8,90 0,337
1 12,3 12,7 12,0 12,3 0,336
1,43 14,9 15,3 15,3 15,2 0,269
2 21,0 21,1 21,5 21,2 0,279
28,5 27,2 27,8 27,8 0,658

4 32,9 32,2 31,7 32,3 0,572

5 36,3 36,6 34,3 35,7 1,24

6 39,6 39,6 37,1 38,8 1,44

7 42,3 42,0 39,9 41,4 1,27

8 44,2 43,6 41,5 43,1 1,39
9 46,1 44,8 43,1 447 1,51
10 47,6 45,8 444 45,9 1,57
11 48,3 46,7 45,5 46,8 1,37
12 48,9 47,7 47,2 47,9 0,894
14 49,5 48,9 48,7 49,0 0,416
16 49,6 49,4 49,1 49,3 0,195

Tabla 13.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesién in vitro
con la formulacién F-3-20-10 (49,9, 49,8 y 49,9 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada uno de los replicados) en tampoén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02%
de azida sédica.



70 Tesis Doctoral

Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,143 2,67 2,47 2,54 2,56 0,101
0,286 6,54 55 5,32 5,79 0,655
0,429 8,90 7,59 7,27 7,92 0,862
0,714 12,9 12,7 12,0 12,5 0,455
1 17,5 18,5 17,5 17,8 0,565
1,43 21,3 23,4 21,9 22,2 1,06
2 29,3 32,9 30,2 30,8 1,91
43,7 48,6 45,9 46,1 2,44

4 52,1 59,9 55,9 56,0 3,91

5 60,5 68,7 64,4 64,5 4,09
6 67,9 75,0 71,9 71,6 3,60

7 73,5 80,3 78,4 77,4 3,49
8 77,8 84,4 83,2 81,8 3,52

9 82,0 88,3 87,2 85,9 3,39
10 85,4 91,7 91,4 89,5 3,57
11 90,0 94,3 94,0 92,8 2,37
12 93,0 96,5 96,4 95,3 2,01
14 96,5 98,3 98,6 97,8 1,17
16 97,8 98,4 99,0 98,4 0,601

Tabla 14.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacién F-3-20-20 (97.9, 97,8 y 97,8 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sédica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C
0,143 3,07 2,95 3,24 3,09 0,143
0,286 7,22 6,85 7,77 7,28 0,464
0,429 10,2 9,58 10,6 10,1 0,515
0,714 17,2 16,2 17,5 17,0 0,653
1 22,6 22,3 245 23,1 1,21
1,43 28,4 27,5 30,7 28,8 1,65
2 40,1 38,9 44 1 41,0 2,74
57,4 59,9 62,3 59,9 2,46
4 72,8 78,0 76,5 75,8 2,72
5 87,6 93,5 93,5 91,6 3,40
6 104,1 108,1 107,6 106,6 219
7 1179 121,9 119,5 119,7 2,02
8 129,7 131,9 129,7 130,4 1,24
9 139,8 142,1 139,4 140,4 1,49
10 149,3 150,6 1471 149,0 1,74
11 157,3 159,0 154,0 156,8 2,55
12 165,1 166,5 162,7 164,8 1,93
14 176,1 177,0 174,3 175,8 1,35
16 183,3 184,1 181,6 183,0 1,28
18 188,3 189,8 187,2 188,4 1,30
20 192,3 193,6 191,8 192,6 0,919
23 195,5 196,3 194,5 195,5 0,909
25 196,3 196,9 194,8 196,0 1,06

Tabla 15.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesioén in vitro
con la formulacién F-3-20-40 (201,3, 200,9 y 201,1 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampoén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con
0,02% de azida sddica.
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Tiempo Cantidad cedida (mg) Media s.d.
(semanas) a b C

0,143 3,18 3,20 3,19 3,19 0,006
0,429 6,38 7,63 7,55 7,19 0,696
0,857 11,2 11,9 12,0 11,7 0,461
1 12,5 13,4 13,4 13,1 0,519
1,43 17,7 18,4 18,4 18,2 0,382
2 24,3 22,5 24,2 23,6 1,03

3 29,9 28,1 29,8 29,2 1,00

4 33,7 33,0 34,2 33,7 0,618

5 37,8 36,5 38,0 37,4 0,853

6 39,9 38,2 39,9 39,3 0,944

7 41,3 40,3 41,5 41,0 0,658

8 42,5 41,5 42,8 41,3 0,654

Tabla 16.- Cantidad de ciprofloxacino cedido (mg) en los estudios de cesion in vitro
con la formulacién F-3-50-10 (46,3, 46,0 y 46,1 mgq iniciales de ciprofloxacino para
cada replicado, respectivamente) en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isotdénico con
0,02% de azida sddica.
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Figura 11.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-5-0-10 en tampén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de
azida sodica.
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Figura 12.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-5-0-20 en tampoén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de
azida sodica.
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Figura 13.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-5-0-40 en tampén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de

azida sodica.
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Figura 14.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) liberado a partir del
replicado F-5-20-10 en medio de cesién tampoén fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico

con 0,02% de azida sédica.
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Figura 15.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) liberado a partir de la
formulacion F-5-50-20 en medio de cesion tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico

con 0,02% de azida soédica.
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Figura 16.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacién F-3-0-10 en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de

azida sodica.
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Figura 17.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-3-20-10 en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de
azida sodica.
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Figura 18.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-3-20-20 en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de
azida sodica.
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Figura 19.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-3-20-40 en tampon fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de

azida sodica.
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Figura 20.- Porcentajes acumulados de ciprofloxacino (CFX) cedido a partir de la
formulacion F-3-50-10 en tampdn fosfato (0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de

azida sédica.
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2) Estudio de adsorcién de ciprofloxacino a los diferentes componentes

de las formulaciones

Después de mantener durante dos horas el polimero y los fosfatos en
contacto con las distintas disoluciones de ciprofloxacino, en las condiciones
especificadas en el apartado de material y métodos, y una vez alcanzada la
concentracién de equilibrio (Ceq), se calculd la cantidad de ciprofloxacino
adsorbida por unidad de masa del polimero, de HAP y de FTC, cuyos

resultados se recogen en la tabla 17 y en las figuras 21 - 23.

X/m (ng/mg)

CFX (ng/ml) PLA-30 HAP FTC
5 0,030 0,103 0,096

10 0,136 0,229 0,156

15 0,255 0,255 0,123

20 0,153 0,418 0,302

30 0,444 0,643 0,312

50 1,29 1,16 0,497

80 0,975 2,04 0,975

100 1,69 2,22 1,23

Tabla 17.- Resultados de la adsorcion de ciprofloxacino (CFX) al polimero (PLA-30),
hidroxiapatita (HAP) y fosfato tricalcico (FTC).
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Figura 21.- Cantidad de ciprofloxacino (CFX) adsorbido por unidad de masa del
polimero vs concentracion de equilibrio de ciprofloxacino.
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Figura 22.- Cantidad de ciprofloxacino (CFX) adsorbido por unidad de masa de HAP
vs concentracioén de equilibrio de ciprofloxacino.
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Figura 23.- Cantidad de ciprofloxacino (CFX) adsorbido por unidad de masa de FTC
vs concentracion de equilibrio de ciprofloxacino.

3) Porosidad de los implantes

En la tabla 18 se muestran los valores de diametro medio de poro y
porosidad a tiempo cero para las diez formulaciones elaboradas. En las
figuras 24 - 33 se recogen las curvas de distribucion de tamano de poro

obtenidas para dichas formulaciones.
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Formulacion Diametro medio Porosidad (%)
de poro (um)
F-5-0-10 0,0266 20,7
F-5-0-20 0,0247 17,5
F-5-0-40 0,0203 9,35
F-5-20-10 0,0226 13,6
F-5-50-20 0,0157 6,04
F-3-0-10 0,0251 21,3
F-3-20-10 0,0236 15,3
F-3-20-20 0,0244 14,0
F-3-20-40 0,0218 9,43
F-3-50-10 0,0165 8,01

Tabla 18.- Diametro medio de poro y porosidad inicial de los implantes de las distintas
formulaciones elaboradas.
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Figura 24.- Volumen de intrusién acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-5-0-10, a t = 0.
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Figura 25.- VVolumen de intrusién acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-5-0-20, a t = 0.
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Figura 26.- VVolumen de intrusién acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-5-0-40, a t = 0.
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Figura 27.- Volumen de intrusion acumulado frente a didmetro de poro de los
implantes F-5-20-10, a t = 0.
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Figura 28.- Volumen de intrusion acumulado frente a didmetro de poro de los
implantes F-5-50-20, a t = 0.
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Figura 29.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-0-10, a t= 0.

0,1

0,08 -

0,06 -

0,04 -

Volumen de intrusiéon
acumulado (cc/g)

0,02 -

0

1073 10" 10° 10°
Diametro de poro (um)

Figura 30.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-10, a t= 0.



Resultados 85

0,1
S —~ 0,08 -
w2
5 0O
=0
£5 0,06 -
o O
TS
c 3
0,04 -
- (0
S 0,02 -
0 : |
1073 10™ 10" 10°

Diametro de poro (um)

Figura 31.- Volumen de intrusion acumulado frente a didmetro de poro de los
implantes F-3-20-20, a t = 0.
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Figura 32.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-40, at = 0.
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Figura 33.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-50-10, a t = 0.

C. CARACTERIZACION COMPLEMENTARIA DE LAS FORMULACIONES
F-3-20-10 Y F-3-20-40

1) Evolucién temporal de las caracteristicas del implante

a) Porosidad durante el ensayo de cesion

Este ensayo se llevé a cabo solo con las formulaciones F-3-20-10 y
F-3-20-40, que son las que posteriormente se estudiaron in vivo. Las curvas
de distribucién de tamafo de poro a lo largo del ensayo de cesién in vitro,
correspondientes a tiempos 1, 2, 4 y 8 semanas se recogen en las figuras 34 -
37 para la formulacién F-3-20-10 y en las figuras 38 - 42 para F-3-20-40, a los
tiempos 1, 2, 4, 6 y 8 semanas. En la tabla 19 se recoge el tamafio de poro

medio y la porosidad a los tiempos mencionados para ambas formulaciones.
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Figura 34.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-10 después de una semana de incubaciéon en tampoén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 35.- Volumen de intrusion acumulado frente a didametro de poro de los
implantes F-3-20-10 después de dos semanas de incubacion en tampén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.



88 Tesis Doctoral

0,4
f_'
.g 5 0,32 -
S5 0
s 8
£ 5 0,24
33
c 3
0,16
S 0,08
0 ' " 3
1073 10 10 10

Diametro de poro (um)

Figura 36.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-10 después de cuatro semanas de incubaciéon en tampén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 37.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-10 después de ocho semanas de incubaciéon en tampoén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 38.- Volumen de intrusion acumulado frente a didametro de poro de los
implantes F-3-20-40 después de una semana de incubaciéon en tampoén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 39.- Volumen de intrusiébn acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-40 después de dos semanas de incubacion en tampén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 40.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-40 después de cuatro semanas de incubaciéon en tampén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 41.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-40 después de seis semanas de incubaciéon en tampdn fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica.
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Figura 42.- Volumen de intrusion acumulado frente a diametro de poro de los
implantes F-3-20-40 después de ocho semanas de incubacién en tampoén fosfato
(0,066 M), pH 7,4 isoténico con 0,02% de azida sodica

F-3-20-10 F-3-20-40
Tiempo Diametro medio Porosidad Diametro medio  Porosidad (%)
(semanas)  de poro (um) (%) de poro (um)
0 0,0236 15,3 0,0218 9,43
1 0,0775 36,6 0,1713 443
2 0,0749 35,1 0,1586 43,7
4 0,0762 35,7 0,1587 43,6
6 n.d. n.d. 0,1378 42,5
8 0,0648 33,4 0,1563 446

Tabla 19.- Diametro medio de poro y porosidad de los implantes de las formulaciones
F-3-20-10 y F-3-20-40 a lo largo de los ensayos de cesion in vitro. (n.d. = valor no
determinado).
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b) Captacién de agua y pérdida de masa

En las tablas 20 y 21 se recogen los porcentajes de agua captada por
las formulaciones F-3-20-10 y F-3-20-40 y en las figuras 43 y 44 su

representacion grafica a lo largo de 8 semanas.

Tiempo Peso (humedo) Peso (seco) Captacién de
(semanas) (mg) (mg) agua (%)
0,286 689,1 + 4,86 490,0 £ 0,757 34,5+1,20
0,571 663,6 + 11,3 483,0 £ 5,45 37,4 +£0,840
1 656,1 + 5,20 477,3 £ 2,49 37,5+ 0,907
2 619,5+ 3,14 440,9 + 3,35 40,5+ 1,49
4 537,7+ 16,4 391,7+13,8 37,3+0,76
8 392,7 £40,5 297,8 + 23,2 34,6 +4,65

Tabla 20.- Pesos y porcentaje de agua captada de los implantes de la formulacion

F-3-20-10. Media + desviacion estandar (n = 5).

Tiempo Peso (humedo) Peso (seco) Captacion de
(semanas) (mg) (mg) agua (%)

0,286 821,4 +217 478,3 + 0,404 71,7 £ 0,459

0,571 831,0+10,2 457,0 + 1,56 81,8+ 1,89

1 854,4 + 23,4 449,8 + 2,43 89,9 + 4,95

2 7755+ 254 428,9 £ 5,10 80,9 £7,94

4 642,6 + 8,65 360,0 + 4,86 78,6 +1,24

6 540,9+ 5,74 312,5 + 6,29 73,1+1,95

8 421,8 +22,2 238,2+ 13,9 77,2 + 3,06

Tabla 21.- Pesos y porcentaje de agua captada de los implantes de la formulacion

F-3-20-40. Media + desviacion estandar (n = 5).
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Figura 43.- Perfil de captacién de agua de los implantes de la formulacién F-3-20-10;
Cada punto representa el valor medio y desviacion estandar para cada tiempo (n = 5).
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Figura 44.- Perfil de captacion de agua de los implantes de la formulacion

F-3-10-40; Cada punto representa el valor medio y desviacion estandar para cada
tiempo (n = 5).
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Los porcentajes de pérdida de masa de los implantes F-3-20-10,
corregidos por la cantidad de ciprofloxacino cedida, se recogen en la tabla 22
y su representacién grafica frente al tiempo en la figura 45. En la tabla 23 se
encuentran los resultados de pérdida de masa correspondientes a la

formulacién F-3-20-40 y en la figura 46 su representacion grafica.

Tiempo Peso (inicial) P (inicial)-CFX Peso (seco) Pérdida de
(semanas) (mg) (mg) (mg) masa (%)

0,286 499,9+0,346 4956 +0,346 490+ 0,757 1,13 £ 0,085
0,581 499,5+ 0,306 492,3+0,306 483,0+5,45 1,88 + 1,068

1 499,3 £0,371 486,9+0,371 477,3+2,49 1,99 + 0,505

2 499,5+0,329 478,3+0,329 440,9+3,35 7,800,747

4 499,6 + 0,436 467,3+0,436 391,7+13,8 16,2 + 2,92

8 499,5+0,382 456,4+0,382 297,8+23,2 34,7 +5,071

Tabla 22.- Pesos y porcentaje de pérdida de masa de los implantes de la formulacion
F-3-20-10, corregidos por la cantidad de ciprofloxacino (CFX) cedida a cada tiempo.

P = peso; Media + desviacién estandar (n = 5).

Tiempo Peso (inicial) P (inicial)-CFX Peso (seco) Pérdida de
(semanas) (mg) (mg) (mg) masa (%)

0,286 497,8 £ 0,379 490,6 +0,379 478,3+0,404 2,49+0,070
0,571 498,1+£0,306 484,6+0,306 457,0+1,56 5,69+0,294

1 4979+0,412 4748+0,412 4498+243 5,25+0,537

2 498,9+0,974 457,8+0,974 4289+5,10 6,30+0,954

4 497,2+0,403 421,4+0,403 359,9+486 14,6+1,10

6 497,7+0,727 391,1+0,727 3125+6,29 20,1+ 1,56

8 497,8 £+ 0,386 367,4+0,386 238,2+139 352+3,77

Tabla 23.- Pesos y porcentaje de pérdida de masa de los implantes de la formulacion
F-3-20-40, corregidos por la cantidad de ciprofloxacino (CFX) cedida a cada tiempo.
P = peso; Media + desviacién estandar (n = 5).
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Figura 45.- Perfil de pérdida de masa de los implantes de la formulacién F-3-20-10,
corregido por la cantidad de ciprofloxacino (CFX) cedida a cada tiempo; Cada punto
representa el valor medio y desviacion estandar (n = 5).
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Figura 46.- Perfil de pérdida de masa de los implantes de la formulacién F-3-20-40,
corregido por la cantidad de ciprofloxacino (CFX) cedido a cada tiempo; Cada punto
representa el valor medio y desviacion estandar (n = 5).
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¢) Microscopia Electronica de Barrido (SEM) durante el ensayo de cesion
En las figuras 47 y 48 se presentan las microfotografias realizadas por
SEM a lo largo del ensayo de cesion in vitro, del implante completo y de las

secciones transversales, respectivamente para la formulacion F-3-20-10.

SR W o S o ;
BRI ety e g S

Figura 47.- Microfotografias del exterior (E) del implante de la formulacion
F-3-20-10 a lo largo del ensayo de cesién in vitro. Los subindices indican los tiempos
en semanas.
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Figura 48.- Microfotografias correspondientes al corte transversal (I) del implante de
la formulacién F-3-20-10 a lo largo del ensayo de cesién in vitro. Los subindices
indican los tiempos en semanas.
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En las figuras 49 y 50 se muestran las microfotografias realizadas al

implante completo y a las secciones transversales del lote F-3-20-40.

1860MmM
®18@ 13mm

THarm F1 Lod
MABE 1 Zmm

Figura 49.- Microfotografias del exterior (E) del implante de la formulacion F-3-20-40,
a lo largo del ensayo de cesion in vitro. Los subindices indican los tiempos en
semanas.
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Figura 50.- Microfotografias correspondientes al corte transversal (l) del implante de
la formulacién F-3-20-40 a lo largo del ensayo de cesién in vitro. Los subindices
indican los tiempos en semanas.
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2) Evolucidén temporal de los componentes del implante

a) Analisis por Difraccion de Rayos X

En la figura 51 se muestra el difractograma de rayos X en polvo de los
fosfatos que forman parte de los implantes de las formulaciones F-3-20-10 y
F-3-20-40. Como se puede observar, el difractograma corresponde
basicamente al del fosfato tricalcico, no apreciandose el pico correspondiente
ala HAP.

FTC

FTC -
FTC HAP/FTC (25/75)

FTC

10 20 30 40 50 60
20 ()

Figura 51.- Perfil de difraccion de rayos X de la mezcla de fosfatos: hidroxiapatita
(HAP) y fosfato tricalcico (FTC) en la proporcién 25/75.

En las figuras 52 y 53 se muestran los difractogramas de rayos X en
polvo de los implantes de las formulaciones F-3-20-10 y F-3-20-40 antes de
comenzar el ensayo de cesion in vitro y tras una y ocho semanas de iniciado

el ensayo.
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Figura 52.- Perfil de difraccion de rayos X de los implantes de la formulacion
F-3-20-10 a tiempos 0, 1 y 8 semanas. F = FTC; C = ciprofloxacino.
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Figura 53.- Perfil de difraccion de rayos X de los implantes de la formulacion
F-3-20-40 a tiempos 0, 1y 8 semanas. F = FTC; C = ciprofloxacino.
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b) Analisis de los fosfatos por DSC

En la figura 54 se recogen los termogramas correspondientes a la
evolucion temporal de los implantes blancos, en los que se aprecian los picos
del PLA-30 y de la mezcla de fosfatos, tras su incubaciéon en el medio de

cesion.

PLA-30

HAP/FTC

<4— endotérmico

30 80 130 180 230
Temperatura (°C)

Figura 54.- Termogramas del implante blanco a lo largo del ensayo
de cesion in vitro.

c) Estudio de degradacién del PLA-30 por GPC y DSC

El seguimiento de la degradacion del polimero se llevd a cabo
determinando los pesos moleculares y la Tg a lo largo del ensayo de cesion
in vitro.

En la tabla 24, se recoge la evolucion del peso molecular vy
polidispersividad correspondiente al PLA-30 para la formulacién F-3-20-10.
Los resultados de degradacion del PLA-30 durante el ensayo de cesion de los

implantes del lote F-3-20-40 se encuentran en la tabla 25. La representacion
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grafica de la variacion del peso molecular en peso y polidispersividad del

polimero, PLA-30, constituyente de los implantes del lote F-3-20-10, se

muestra en la figura 55. Estos mismos resultados para el PLA-30 de la

formulacion F-3-20-40 se reflejan en la figura 56.

En la tabla 26 se recogen los valores de las temperaturas de transicion

vitrea del polimero correspondientes a estos mismos ensayos.

Tiempo Mw (D) Mn (D) pd
(semanas)
0 26492 + 225,6 17076 + 295,6 1,55 £0,014
1 26570 £494,3 15684 + 157,3 1,74 £ 0,247
2 26503 + 383,3 16453 + 50,9 1,61 £ 0,028
4 26092 + 250,3 16526 + 680,2 1,58 £ 0,049
8 25631 +178,2 16061 + 338 1,60 £ 0,021

Tabla 24.- Evolucion de los pesos moleculares en peso (Mw) y en numero (Mn) y
polidispersividad del PLA-30 de la formulacion F-3-20-10. Media + desviacién

estandar (n = 3).

Tiempo Mw (D) Mn (D) pd
(semanas)
0 30628 + 265,3 19212 + 232,6 1,59 + 0,025
1 30126 +623,5 18369 + 187,8 1,64 + 0,036
2 30163 + 568,3 18230 + 105,3 1,65 + 0,055
4 30041 + 436,6 18083 + 562,2 1,66 + 0,034
8 30128 + 125,2 18189 + 138,1 1,66 + 0,052

Tabla 25.- Evolucién de los pesos moleculares en peso (Mw) y en numero (Mn) y
polidispersividad del PLA-30 de la formulaciéon F-3-20-40. Media + desviacion

estandar (n = 3).
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Figura 55.- Evolucién del peso molecular medio en peso y polispersividad del PLA-30
de la formulacién F-3-20-10 durante el ensayo de cesion in vitro.
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Figura 56.- Evolucion del peso molecular medio en peso y polispersividad del PLA-30
de la formulacién F-3-20-40 durante el ensayo de cesion in vitro.
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Tg (°C)
Tiempo (semanas) F-3-20-10 F-3-20-40
0 45,0+ 0,93 47,2+ 0,30
1 459+ 0,13 47,7+ 0,42
2 453+ 1,78 46,9+ 0,09
4 47,0+ 2,77 471+ 2,53
6 n.d. 47,1+ 0,54
8 441+ 0,93 45,4+ 0,71

Tabla 26.- Evolucion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero durante
el ensayo de cesion in vitro de las formulaciones F-3-20-10 y F-3-20-40; n.d. = valor

no determinado.
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ESTUDIO IN VIVO

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo con las formulaciones F-3-20-10 y
F-3-20-40, con un 10 y un 40% de ciprofloxacino respectivamente, si bien con

la formulacién F-3-20-10 se procedio a realizar un estudio mas exhaustivo.

1. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS REALIZADOS CON LA
FORMULACION F-3-20-40

a) Ensayos de cesion de ciprofloxacino

Los porcentajes de ciprofloxacino remanente en los implantes de la
formulacién F-3-20-40, una vez insertados en el fémur de conejos se recogen
en la tabla 27. EIl contenido de ciprofloxacino obtenido experimentalmente

utilizando el método microbioldgico fue del 39,7 + 1,98%.

Tiempo Ciprofloxacino remanente (%) media s.d.
(semanas)
I I 11
1 82,5 82,4 82,0 82,3 0,260
2 75,1 75,5 76,2 75,6 0,561
4 71,8 71,2 69,0 70,7 1,47

Tabla 27.- Porcentajes remanentes de ciprofloxacino en los implantes de la
formulacion F-3-20-40. Media + desviacién estandar.

b) Niveles de ciprofloxacino en tejido 6seo

En las tablas 28-32 se recogen los niveles de ciprofloxacino
alcanzados en las distintas zonas de la cortical del fémur a lo largo de 4
semanas tras la colocacion de implantes de la formulacion

F-3-20-40. Los correspondientes niveles en médula se encuentran recogidos
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en las tablas 33 - 36. En la zona metafisariadistal no se dispone de la muestra

de médula.
Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0
1 981,1 1214,0 1368,0 1187,8 194,9
2 681,1 925,7 634,8 747,2  156,3
4 256,3 308,5 2257 2635 41,9

Tabla 28.- Niveles de ciprofloxacino en la zona de metafisis distal de la cortical del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media  s.d.
| I "
1 13773 10524 8048 10782 2871
2 4435 5310 4394 4713 517,0
4 2561 2356 2282 2399 145,0

Tabla 29.- Niveles de ciprofloxacino en el tercio distal de la diafisis cortical del fémur
de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il 0

1 115,3 110,3 92,5 106,0 11,9

2 112,2 56,4 23,4 64,0 44,9

4 33,2 22,6 16,8 242 8,32

Tabla 30.- Niveles de ciprofloxacino en el tercio medio de la diéfisis cortical del fémur
de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il i

1 46,0 32,1 21,1 33,1 12,5

2 18,3 12,3 20,0 16,9 4,05

4 10,6 6,65 12,9 10,1 3,16

Tabla 31.- Niveles de ciprofioxacino en el tercio proximal de la diafisis cortical del
fémur de conejo correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il 0
1 21,4 12,5 8,54 14,1 6,59
2 4,21 6,25 6,27 5,58 1,18
4 4,51 5,21 4,81 4,84 0,356

Tabla 32.- Niveles de ciprofloxacino en la zona de metafisis proximal de la cortical
del fémur de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacion estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0
1 7674 5425 2856 5318 2411
2 1248 1365 1466 1360  109,0
4 352,8 389,0 4523 398,0 504

Tabla 33.- Niveles de ciprofloxacino en médula del tercio distal de la diafisis

del

fémur de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacion estandar.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il Il
1 664,3 513,2 275,8 4844 1958
2 67,4 79,2 83,4 76,7 8,29
4 23,2 18,6 68,7 36,8 27,7

Tabla 34.- Niveles de ciprofloxacino en médula del tercio medio de la diafisis del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il 0

1 79,6 83,4 14,3 59,1 38,8

2 39,0 15,4 41,8 32,1 14,5

4 5,64 4,68 8,23 6,18 1,84

Tabla 35.- Niveles de ciprofloxacino en médula del tercio proximal de la diafisis del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacion estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0

1 17,4 16,2 7,75 13,8 5,26

2 0 3,62 9,38 4,33 4,73

4 0 0 1,86 0,620 1,07

Tabla 36.- Niveles de ciprofloxacino en médula de la zona de metafisis proximal del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.
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En las tablas 37 - 39 se recogen los niveles de ciprofloxacino alcanzados
en las distintas zonas de la cortical de la tibia a lo largo de 4 semanas tras la
colocacioén de implantes de la formulaciéon F-3-20-40. En las correspondientes

zonas de la médula no se detectaron niveles.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0

1 4,91 5,64 9,98 6,84 2,74

2 1,44 3,68 7,32 4,15 2,97

4 13,6 14,1 14,7 14,1 0,55

Tabla 37.- Niveles de ciprofloxacino en la zona metafisaria proximal de la cortical de
la tibia de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacion estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il i

1 0 1,45 2,67 1,37 1,34

2 0 1,05 1,3 0,78 0,69

4 37,5 2,12 1,9 13,8 20,5

Tabla 38.- Niveles de ciprofloxacino en la diéafisis de la cortical de la tibia de conejos
correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacion estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0

1 2,10 1,56 3,81 2,49 1,17

2 3,16 4,58 6,54 4,76 1,70

4 9,45 6,30 2,84 6,20 3,31

Tabla 39.- Niveles de ciprofloxacino en la zona metafisaria distal de la cortical de la
tibia de conejos correspondientes a F-3-20-40. Media + desviacién estandar.
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c) Ciprofloxacino en suero

Las concentraciones de ciprofloxacino en sangre no fueron detectables a

lo largo del ensayo por el método microbiolédgico utilizado para su valoracion.

2. RESULTADOS DE LOS ENSAYOS REALIZADOS CON LA
FORMULACION F-3-20-10

a) Ensayos de cesion de ciprofloxacino

Los porcentajes de ciprofloxacino remanente en los implantes de la
formulacién F-3-20-10, una vez insertados en el fémur de conejos se recogen
en la tabla 40. EIl contenido de ciprofloxacino obtenido experimentalmente

utilizando el método microbioldgico fue del 10,5 + 0,463%.

Tiempo Ciprofloxacino remanente (%) media s.d.
(semanas)
I Il 11
0,429 75,9 76,0 74,0 75,3 1,13
1 70,3 75,6 71,0 72,3 2,88
2 63,7 59,0 62,8 61,8 2,49
3 38,2 45,3 44 1 42,5 3,80
4 30,5 30,7 30,2 30,5 0,250
6 2,0 3,80 3,60 3,20 0,970

Tabla 40.- Porcentajes remanentes de ciprofloxacino en los implantes de Ia
formulacion F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

b) Niveles de ciprofloxacino en tejido 6seo

En las tablas 41 - 45 se recogen los niveles de ciprofloxacino alcanzados
en las distintas zonas de la cortical del fémur a lo largo de 6 semanas tras la

colocacion de implantes de la formulacién F-3-20-10.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il i
0,429 266,3 250,1 179,8 232,1 46,0
1 132,4 65,8 46,8 81,7 45,0
2 250,0 308,0 316,4 2915 36,2
3 372,2 250,6 136,6 2531 1178
4 25,1 30,2 36,3 30,5 5,61
6 5,15 10,8 13,7 9,88 4,35

Tabla 41.- Niveles de ciprofloxacino en la zona de metafisis distal de la cortical del

fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0
0,429 1024 2000 3393 2139 1191
1 433,5 1095 1430 986,2 507,1
2 379,6 152,3 78,9 203,6 156,8
3 2217 1114 207,2 1179 1006
4 134,4 130,0 126,3 130,2 4,06
6 20,5 16,1 11,3 15,9 4,60

Tabla 42.- Niveles de ciprofloxacino en el tercio diafisariodistal de la cortical del

fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacion estandar.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media  s.d.
| I "
0,429 3,77 23,6 576,0 201,1 325
1 23,7 75,3 166,4 88,5 72,3
2 30,2 19,4 10,5 20,0 9,87
3 34,9 21,9 5,01 20,6 15,0
4 1,57 5,80 6,14 4,50 2,55
6 0 0 0 0 0

Tabla 43.- Niveles de ciprofloxacino en el tercio medio de la diéfisis de la cortical del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0
0,429 0 1,89 2,61 1,50 1,35
1 7,30 36,1 44 .4 29,3 19,5
2 4,51 3,05 3,15 3,57 0,816
3 13,5 1,23 3,0 5,91 6,63
4 3,96 0,98 2,11 2,35 1,50
6 0 0 0 0 0

Tabla 44.- Niveles de ciprofloxacino en el tercio proximal de la diafisis de la cortical
del fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il 1]
0,429 0 0 0 0 0

1 2,80 4,60 6,80 4,73 2,0

2 0,284 6,42 11,3 6,0 5,62

3 6,70 3,27 0,563 3,51 3,08

4 1,12 1,09 0,56 0,923 0,315

6 0 0 0 0 0
Tabla 45.- Niveles de ciprofloxacino en la zona de metafisis proximal de la cortical
del fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media

#+desviacion estandar.

En las tablas 46 - 48 se recogen los niveles de ciprofloxacino alcanzados
en la médula de la zona diafisaria del fémur a lo largo de 6 semanas tras la
implantacién de la formulacion F-3-20-10. No se dispone de muestras de

médula de la zona metafisariadistal y no se detectaron niveles en la metéfisis

proximal.
Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I I 0
0,429 343,1 2453 m.n.d. 2942 69,2

1 1971 1249 m.n.d. 161,0 51,1
2 568,2 367,2 102,3 345,9 233,7
3 1072 756,1 235,1 687,7 4225
4 53,0 54,1 56,7 54,6 1,9
6 0 0 0 0 0

Tabla 46.- Niveles de ciprofloxacino en la médula del tercio diafisariodistal del fémur
de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacion estandar; m.n.d.:
muestra no disponible.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il Il
0,429 3,73 389,3 1472 621,7 7613
1 27,2 122,5 206,9 118,9 89,9
2 122,0 65,1 21,6 69,6 50,3
3 93,0 15,3 7,63 38,6 47,2
4 8,33 2,45 0 3,59 4,28
6 0 0 0 0 0

Tabla 47.- Niveles de ciprofloxacino en la médula del tercio medio de la diéfisis del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media  s.d.
| I "
0,429 0 0 m.n.d. 0 0
1 0 9,68 14,1 7,93 7,21
2 6,51 3,42 0 3,31 3,25
3 18 0 0 6,01 10,4
4 10,1 0 0 3,37 5,83
6 0 0 0 0 0

Tabla 48.- Niveles de ciprofloxacino en la médula del tercio proximal de la diafisis del
fémur de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

Los niveles de ciprofloxacino alcanzados en la cortical de la tibia a lo largo
de 6 semanas tras la colocacion de implantes de la formulacién F-3-20-10 se

muestran en las tablas 49 - 51. No se detectaron niveles en la médula.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il i

0,429 0,693 0,742 0,817 0,751 0,063
1 0 0,243 0,672 0,305 0,340
2 14,5 8,52 2,96 8,66 5,77
3 3,92 2,94 3,48 3,45 0,491
4 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0

Tabla 49.- Niveles de ciprofloxacino en la cortical de la metéfisis proximal de la tibia

de conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media s.d.
I Il i

0,429 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
2 2,71 1,95 0 1,55 1,39
3 1,01 1,24 2,67 1,64 0,903
4 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0

Tabla 50.- Niveles de ciprofloxacino en la cortical de la diéfisis de la tibia de conejos

correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacion estandar.
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Tiempo (semanas) ug ciprofloxacino/g de tejido Media  s.d.
| I "

0,429 0,862 0 0 0,287 0,498
1 0 0 0 0 0
2 1,12 0 0 0,373 0,647
3 1,11 2,15 3,05 2,11 0,976
4 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0

Tabla 51.- Niveles de ciprofloxacino en la cortical de la metéfisis distal de la tibia de
conejos correspondientes a F-3-20-10. Media + desviacién estandar.

c) Ciprofloxacino en suero

Como ocurrié con la formulacién F-3-20-40, en este caso tampoco se

detectaron niveles de ciprofloxacino en sangre.

d) Control de la funcidén renal

En este apartado se recogen los niveles de creatinina en suero
correspondientes a los conejos implantados con las dos formulaciones
estudiadas in vivo, F-3-20-10y F-3-20-40.

Los valores basales encontrados en todos los animales utilizados en el
estudio estan comprendidos entre 0,73 y 1,44 mg/dl. Estos valores se ajustan
a los recogidos en la bibliografia para conejos adultos: 0,8 — 1,8 mg/dl
(Wolford et al., 1986).

Los intervalos de niveles de creatinina en suero alcanzados a los distintos

tiempos del ensayo se recogen en la tabla 52.
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Tiempo (semanas)  Creatinina en suero (mg/dl)

1 0,78 -1,35
2 0,8-1,35
3 1,02-1,2
4 0,95 -1,17
6 0,8-1,12
12 09-14
24 0,86 —1,2

Tabla 52.- Intervalos de concentraciones de creatinina en suero (mg/dl) alcanzadas a
los distintos tiempos tras la implantacion de las  formulaciones
F-3-20-10 y F-3-20-40.

e) Caracterizacion de la formulacién F-3-20-10 durante los ensayos in

vivo

1) Captacion de agua
En la tabla 53 se recogen los porcentajes de agua captada por los
implantes de la formulacién F-3-20-10 y en la figura 57 su representacion

grafica a lo largo de 6 semanas.

Tiempo Peso inicial Peso (humedo) Peso (seco) Captacion de

(semanas) (mg) (mg) (mg) agua (%)
1 499,8 720,4 525,8 37,0
2 499,8 794,5 553,6 43,5
4 499,8 711,8 501,1 42,0
6 499,8 583,1 448,6 30,0

Tabla 53.- Pesos y porcentaje de agua captada por los implantes de la formulacion
F-3-20-10 durante el ensayo in vivo.
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Figura 57.- Peffil de captacion de agua de los implantes de la formulacion F-3-20-10
durante los ensayos in vivo.

2) Estructura de los implantes

En las figuras 58 y 59 se muestran las microfotografias realizadas por
SEM a lo largo del ensayo de cesion in vivo, del implante completo y de las

secciones transversales respectivamente, para la formulacion F-3-20-10.

3) Degradacion del PLA-30

El seguimiento de la degradacién del polimero se llevd a cabo
determinando los pesos moleculares y la temperatura de transicion a lo largo
del ensayo de cesioén in vivo.

En la tabla 54, se recoge la evolucion del peso molecular y
polidispersividad correspondiente al PLA-30 para la formulacién F-3-20-10 y
su representacion grafica se muestra en la figura 60.

Los valores de temperatura de transicién vitrea del polimero

correspondientes a estos mismos ensayos se recogen en la tabla 55.
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Figura 58.- Microfotografias del exterior (E) del implante de la formulacion F-3-20-10
a lo largo del ensayo de cesion in vivo. Los subindices indican los tiempos en
semanas.
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Figura 59.- Microfotografias correspondientes al corte transversal () del implante de
la formulacion F-3-20-10 a lo largo del ensayo de cesién in vivo. Los subindices
indican los tiempos en semanas.

Tiempo Mw (D) Mn (D) pd
(semanas)
0 26492 + 225,6 17076 + 295,6 1,55+ 0,014
1 22815 £ 275,1 16636 + 398,1 1,37 £ 0,014
2 22272 £ 217 ,1 14737 £ 1925 1,52+ 0,184
4 19161 £ 1839,9 14034 £ 932,0 1,36 £ 0,042
6 18409 + 729,7 12106 + 539,5 1,52 + 0,014

Tabla 54.- Evolucion de los pesos moleculares en peso (Mw) y en numero (Mn) y
polidispersividad del PLA-30 de la formulacién F-3-20-10 durante el ensayo in vivo.
Media + desviacién estandar (n = 3).
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Tiempo (semanas)

Figura 60.- Evolucién del peso molecular medio en peso y polispersividad del PLA-30
de la formulacién F-3-20-10 durante el ensayo de cesion in vivo.

Tiempo (semanas) Tg (°C)
0 45,0+ 0,93
1 42,3+ 0,18
2 46,8 + 1,53
4 48,7 + 0,50
6 47,2+ 0,02

Tabla 55.- Evolucién de la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero durante
el ensayo de cesion in vivo de la formulacion F-3-20-10.
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f) Resultados radioldgicos e histolégicos

1) Implantes blancos
Las siguientes radiografias e imagenes histologicas corresponden al
ensayo realizado in vivo con implantes que tienen igual composicién y
presién que el lote F-3-20-10, pero que no contienen ciprofloxacino. Las
muestras reservadas para este estudio se analizaron a lo largo de 8 semanas

tras la colocacion del implante, observandose los siguientes resultados:

« 1 semana: en la Rx se observa ausencia de reaccién peridstica y de
interface implante-hueso. El implante estda entero y no se aprecia
neoformacion ésea. En la imagen histolégica sin embargo, si se aprecia

neoformacion 6sea inmadura asi como, focos de necrosis y médula

congestiva, periimplantes (Figura 61).

Figura 61.- Rx e imagen histolégica obtenidas a la semana de la colocacion del
implante blanco en el fémur.

# 4 semanas: en la Rx se aprecia ausencia de reaccion periostica y de
interface implante-hueso. En el polo distal del implante, se observa
claramente su disgregacion. Puede apreciarse, neoformacion Osea

periimplante y en la cortical anterior. La imagen histolégica es superponible a
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la anterior, no observandose en ella todavia, septos conectivos vasculares

que penetren en el implante (Figura 62).

Figura 62.- Rx e imagen histolégica obtenidas a las 4 semanas de la colocacion del
implante blanco en el fémur.

% 8 semanas: en la Rx sigue sin apreciarse reaccion periéstica ni interface
implante-hueso. Se observan tractos dseos o espiculas en el implante, lo que
significa el inicio de crecimiento 6seo hacia su interior. El implante
practicamente se encuentra intacto, aunque hay una leve disgregacion. En la
imagen histolégica se observan septos finos conectivos vasculares que

penetran hacia el interior del implante (Figura 63).

Figura 63.- Rx e imagen histolégica obtenidas a las 8 semanas de la colocacion
del implante blanco en el fémur.
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2) Implantes de la formulaciéon F-3-20-10

Las muestras reservadas para el estudio radiolégico e histolégico con
implantes del lote F-3-20-10 se analizaron a lo largo de 24 semanas tras la
colocacion del implante.

Inicialmente, tras la insercién del implante en la cavidad medular del
fémur, se hizo una radiografia (Figura 64) para verificar su posicion y el
estado en que esta, observandose el vacio de la cavidad medular debido a la
reaccion traumatica realizada durante el fresado. El implante esta localizado

en la zona diafisaria-distal y esta claramente diferenciado del tejido 6seo.

Figura 64.- Rx obtenida inmediatamente después de insertar un implante de la
formulacion F-3-20-10; (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.

Los resultados a lo largo del ensayo son los siguientes:

« 1 semana

Rx antero-posterior: se observa ausencia de reaccion periostica,
corticales no engrosadas y permanecen los signos de vacio debido a la
reaccion traumatica realizada durante el fresado de la cavidad medular. Asi
mismo, vemos que el implante sigue diferenciado del tejido 6seo y localizado
en la region metafiso-epifisaria-distal. Las grietas que se observan son
debidas a la baja presion utilizada durante la compresion (Figura 65a).

Rx lateral: se aprecia un adelgazamiento de las corticales coincidiendo
con signos de vacio debido al fresado. En cuanto al implante, esta

claramente delimitado, observandose las grietas en su interior (Figura 65b).
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El resultado del estudio histolégico muestra fractura, areas isquémicas
y hemorragicas periimplante, que alcanzan y traspasan la metafisis. Se

observan abundantes calcificaciones en el interior del implante (Figura 65).

Figura 65.- Rx e imagenes histolégicas obtenidas a la semana de la colocacion del
implante del lote F-3-20-10; (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.

& 2 semanas

Rx antero-posterior: no se aprecian diferencias radioldgicas con
respecto a la anterior, no observandose reaccion peridstica ni enddstica
(Figura 66a). Lo mismo ocurre en la radiografia lateral (Figura 66b).

En la imagen histolégica se observa un callo de fractura importante
trasmetafisario. En la zona contralateral se aprecian signos de necrosis
isquémica y hemorragia con otro callo de fractura y se descubre la presencia
de un pequeno quiste 6seo. En el interior del implante hay calcificaciones

estrelladas y clara osificacion (osteoide acelular) (Figura 66).
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Figura 66.- Rx e imagenes histologicas obtenidas a las 2 semanas de la colocacion
del implante del lote F-3-20-10. (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.

& 4 semanas

Rx antero-posterior y lateral: se observa que la cavidad se ha ido
rellenando de tejido 6seo de aspecto normal. El implante se diferencia
claramente del hueso, continda con grietas y parece iniciar relaciones con la
cortical posterior interna (Figura 67).

En la imagen histolégica se observa un callo de fractura triangular
periférico. Se aprecian neoformacién 6sea y osificaciones periimplante, asi
como abundantes calcificaciones en el interior del implante. En la imagen se

ve un septo conectivovascular grueso (Figura 67).



Resultados 129

&.
N e LT
-0, Neofermacqé

Figura 67.- Rx e imagenes histolégicas obtenidas a las 4 semanas de la colocacién
del implante del lote F-3-20-10. (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.

% 6 semanas

Rx antero-posterior: el implante estd completamente rodeado de tejido
6seo maduro y parece haberse iniciado su disgregacion (Figura 68a).

Rx lateral: el implante ha iniciado relacién con la cortical-posterior, sobre
la que se apoya (Figura 68b).

En ambas proyecciones parece que el tejido éseo penetra en el implante;
se aprecian menos grietas debido posiblemente a que son rellenadas por
tejido Gseo.

En la imagen histoloégica se aprecia, al igual que la muestra
correspondiente a las cuatro semanas, un callo de fractura triangular
periférico, asi como abundantes calcificaciones intraimplante. Conjuntamente
se descubre la presencia de estructuras hialinas acelulares que remedan
osteoide acelular y cuya naturaleza histolégica no podemos precisar (Figura
68).
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Figura 68.- Rx e imagenes histolégicas obtenidas a las 6 semanas de la colocacion
del implante del lote F-3-20-10. (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.

% 12 semanas

Radiografias antero-posterior y lateral: se observa pérdida de la nitidez de
los bordes del implante. En la radiografia lateral es practicamente
indiferenciable del tejido 6seo de la zona cortical posterior. El implante
aparece mas disgregado (Figura 69).

En la imagen histolégica se ve de nuevo el callo de fractura triangular
periférico al implante, osificacion periimplante, calcificaciones intraimplante y

septos conectivovasculares intraimplante (Figura 69).
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Figura 69.- Rx e imagenes histologicas obtenidas a las 12 semanas de la colocacion
del implante del lote F-3-20-10. (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.

& 24 semanas

Rx antero-posterior: la fragmentacién del implante es franca y se
obseva que el tejido 6seo maduro ocupa las irregularidades de la superficie
del implante (Figura 70a).

En la imagen histolégica se aprecia una reaccion macrofagica focal
periimplante, calcificaciones irregulares intraimplante y ya empiezan a
observarse osificaciones septales, toscas, que penetran en el implante y que,
probablemente utilicen los septos conectivovasculares ya descritos

previamente, como soporte (Figura 70).
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Figura 70.- Rx e imagenes histolégicas obtenidas a las 24 semanas de la colocacién
del implante del lote F-3-20-10. (a), Rx antero-posterior y (b), Rx lateral.
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ENSAYOS IN VITRO

Estudio preliminar

Antes de proceder a elaborar los implantes y al estudio de los factores
que gobiernan la cinética de cesién de ciprofloxacino desde este tipo de
sistemas y de acuerdo con los resultados previos con gentamicina (Soriano y
Evora, 2000, Sanchez et al., 2001 y Baro et al. , 2002), se llevé a cabo un
estudio preliminar en el que se elaboraron dos formulaciones: F-A 'y F-B, cuya
composicion se detalla en la tabla 2, con el fin de estudiar la relacion 6ptima
HAP/FTC, fijando las restantes variables. Las curvas de cesion de ambas
formulaciones se representan en la figura 71, y como puede observarse a
simple vista, los perfiles de cesion de ciprofloxacino son muy similares
(f, = 77,2), lo que indica que la proporcién de HAP/FTC no afecta a las

caracteristicas de liberacion del antibidtico.

100 -
—e— F-A(HAP:FTC = 75:25)

g0 —= F-B(HAP:FTC = 25:75)

CFX cedido (%)

0 2 4 6 8

Tiempo (semanas)

Figura 71 . Influencia de la relacién de fosfatos sobre el perfil de cesioén in vitro de
ciprofloxacino (CFX).
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Overbeck en un estudio llevado a cabo con implantes de PLGA
conteniendo ciprofloxacino (Overbeck et al. , 1995), cita que algunos autores
encuentran una union reversible del ciprofloxacino con la HAP.
Posteriormente Wallis et al. (1996) ponen de manifiesto que el norfloxacino
forma complejos con cationes di y trivalentes, en concreto en lo que respecta
al Ca* no mas de un 10% de norfloxacino se compleja. Sin embargo
Conceicao et al. , 2000 observan que el ciprofloxacino se compleja, en una
proporcion elevada, con la hidroxiapatita no estequiométrica. En nuestro caso,
los ensayos de adsorcion llevados a cabo con los distintos componentes de
las formulaciones elaboradas en esta memoria indicaron que el ciprofloxacino
no se adsorbe significativamente a ninguno de los fosfatos empleados
(tabla 17) y los perfiles de cesion representados en la figura 71, son
superponibles indicando que la proporcion de HAP/FTC no afecta a la cinética
de liberacion del ciprofloxacino. Teniendo en cuenta estos resultados, la
proporcion HAP/FTC se fijé en 25/75 para todos los lotes elaborados en esta

memoria.

Caracterizacion de la cesidn de ciprofloxacino in vitro

De acuerdo con estos resultados, se plantea la elaboracién de una
serie de implantes que nos va a permitir estudiar la influencia de la presion
aplicada en la compresién, la relacion PLA-30/fosfatos y la carga de
ciprofloxacino sobre la liberacion del mismo desde estos sistemas. En
concreto se elaboraron 10 formulaciones fijando en 25/75 la relacion de
HAP/FTC y cuyas caracteristicas y composicion se recogen en las tablas
5y6.
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a) Seguimiento de los cambios de los componentes de las
formulaciones durante su incubacion en el medio de cesion.

Para intentar explicar los cambios observados en la estructura de los
implantes y su influencia en la cinética de cesién del ciprofloxacino se llevaron
a cabo una serie de estudios que se detallan y comentan a continuacion. Para
ello se prepararon 2 tipos de implantes, un lote de implantes blancos, con
todos los componentes de la formulaciéon (HAP-FTC-PLA-30) excepto el
antibidtico y un segundo lote elaborado por compresién directa de 200 mg de
ciprofloxacino solamente. Estos implantes se incubaron en el medio de cesion
durante 8 semanas y se realizd el seguimiento de los cambios que se

producen.

En la figura 72 se recogen las fotografias de los implantes blancos a lo
largo de este ensayo; como se puede observar estos implantes permanecen
intactos, por tanto los cambios macroscépicos que vamos a observar en las
formulaciones elaboradas en esta memoria no pueden ser atribuidos al

contacto de los fosfatos o el PLA-30 con el medio.

Figura 72.- Evolucion de los implantes blancos (sin antibidtico) a lo largo de 8
semanas en incubacion en tampoén fosfato pH 7,4.
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Este mismo ensayo se realizé con los implantes de ciprofloxacino y en
la figura 73 se recogen las correspondientes fotografias. Como podemos
observar se obtiene un implante cilindrico perfecto que en contacto con el
medio de cesion se hincha inmediatamente y parte del mismo incluso llega a
separarse. Este proceso tiene lugar en los primeros 10 minutos sin embargo,
tal y como se puede apreciar en las imagenes de los tres dias, una y ocho

semanas, el implante no sufre transformaciones posteriormente.

CIPROFLO XAUN
IMPLANT

Figura 73 .- Seguimiento del proceso de hinchamiento de implantes elaborados con
ciprofloxacino a 312 MPa.
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Este estudio se completd con el analisis de difraccion por rayos X. En
la figura 74 se representan los difractogramas de ciprofloxacino puro
(producto comercial en polvo) correspondientes a este ensayo: muestra seca
(figura 74a) y muestras humedas después de estar en contacto con el medio
de cesién durante 20 minutos (figura 74b) y durante 3 dias (figura 74c).
Puesto que el ciprofloxacino no se encuentra en la base de datos JCPDS
(Joint Committee on Powder Diffraction Standards) del ICDD (International
Centre for Diffraction Data), ni disponemos de otros datos estructurales, lo
analizaremos desde el punto de vista cualitativo. Es evidente, que la fase
correspondiente a ciprofloxacino puro y seco ha desaparecido totalmente en
el difractograma de la figura 74c, que corresponde al producto que ha estado
en el medio de cesién durante tres dias. Una inspeccion ocular nos indica que
la muestra comprimida y sometida al medio de cesion durante 20 minutos ha

aumentado su volumen original de forma significativa (figura 73).

También es evidente al observar las figuras 74a-c que se ha producido
un cambio estructural drastico, pasando de una fase “seca” (figura 74a) a otra
fase “humeda” (figura 74c) que debe corresponder ésta ultima, a una forma

hidratada de ciprofloxacino.

Los picos de Bragg de los difractogramas observados a 26,65° (20)
para la fase “seca” (figura 74a) y a 6,8° (20) para la fase “humeda”
(figura 74b) los tomaremos como referencia para diferenciar entre una y otra
fase. En este sentido, en la figura 74b se observa claramente que el
difractograma es la resultante de una mezcla de ambas fases. Es decir, un
tiempo de cesién de 20 minutos no es suficiente para transformar toda la fase

“seca” en fase “humeda”, por lo que en este caso ambas fases coexisten.
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Figura 74.- Perfil de difraccion de rayos X de ciprofloxacino a lo largo de tres dias de
incubacion en tampon fosfato, pH 7,4 a 37°C. Como referencia visual, se han
marcado tres picos de Bragg para cada fase: fase seca (x) y fase humeda (o).
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Por tanto basandonos en estas observaciones muchas de las
modificaciones que van a sufrir los distintos implantes durante los ensayos de
cesién deben ser atribuidos al hinchamiento que se produce del farmaco

durante la incubacion.

a) Efecto de la presién de compresion

Para estudiar el efecto de la presién empleada en la compresién sobre
la velocidad de cesién del ciprofloxacino se compararon los perfiles de
liberacion de dos pares de lotes: F-3-0-10 frente a F-5-0-10 y F-3-20-10
frente a F-5-20-10. En ambos casos se mantiene la misma composicion dos a
dos y se varia la presiéon aplicada que fue de 312 MPa y 520 MPa. La
diferencia entre ambos pares de formulaciones es que los lotes F-3-0-10 y
F-5-0-10 se elaboraron sin polimero, mientras que F-3-20-10 y F-5-20-10 se
prepararon con una relacion PLA-30/fosfatos de 20/80, por tanto en ambas

parejas de formulaciones el contenido en ciprofloxacino es del 10%.

En las figuras 75 y 76 podemos observar claramente la influencia de la
presion de compresion sobre la cesion. El factor de similitud resultd ser en
ambos casos inferior a 50, en concreto de 24,3 para F-3-0-10 y F-5-0-10 y de
38,9 para F-3-20-10 y F-5-20-10. Como era de esperar, a mayor presion
aplicada menor velocidad de cesién. Sin embargo, no existen practicamente
diferencias en las porosidades iniciales dentro de cada par de formulaciones,
los lotes elaborados sin PLA tienen una porosidad inicial de aproximadamente
un 21% (21,3 y 20,7%), mientras que los elaborados con polimero alrededor
de un 14% (15,3% y 13,0%). La mayor velocidad de cesion de los lotes
preparados aplicando 312 MPa es probablemente debido a que, como se
observa a lo largo del ensayo de cesion in vitro, el hinchamiento que sufre el
ciprofloxacino en contacto con el medio de cesion relaja la estructura del

implante de forma mas acusada que cuando se emplean presiones mas
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elevadas, favoreciendo su disgregacion y facilitando asi la liberacion del

antibiotico.
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Figura 75.- Efecto de la presién de compresion sobre el perfil de cesién in vitro de
ciprofloxacino (CFX) a partir de formulaciones elaboradas sin PLA: F-3-0-10 y
F-5-0-10.
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Figura 76.- Efecto de Ia presion de compresion sobre el perfil de cesion in vitro de
ciprofloxacino (CFX) a partir de las formulaciones elaboradas con un 20% de PLA:
F-3-20-10y F-5-20-10.
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En la figura 75, se observa que las diferencia en las velocidades de
cesién de ciprofloxacino de los implantes elaborados sin PLA se aprecian
desde tiempos cortos. Como estos implantes estan preparados solamente
con fosfatos la erosion que sufre la formulacién F-3-0-10 es mucho mas
acusada que en el caso de F-5-0-10 (Figura 77), este efecto se refleja en la
curva de cesion, al cabo de 2 semanas se ha liberado practicamente la
totalidad del contenido de la F-3-0-10, mientras que del F-5-0-10 solamente
un 40%.

Figura 77.- Efecto de la presién. Cambios morfolégicos producidos en los implantes
F-3-0-10 y F-5-0-10 a lo largo de los ensayos de cesion.

Por el contrario, tal y como se aprecia en la figura 76, el efecto de la
presion sobre la velocidad de cesidn no se observa a tiempos cortos para las
formulaciones elaboradas con PLA, en una semana se cede alrededor de un

22%; sin embargo, a partir de un cierto tiempo aproximadamente 2 semanas,
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se separan las curvas y la influencia de la presion se manifiesta claramente.

Ademas en las fotografias de la figura 78 se observa un aumento de
tamafio de ambos implantes, consecuencia del hinchamiento del
ciprofloxacino, mas notable en la F-3-20-10 que va perdiendo parte de su
superficie lo que lleva a una velocidad de cesidon mas elevada. Este efecto se
sigue apreciando a lo largo del tiempo si bien a medida que se cede el
antibiético se va produciendo una reducciéon paulatina en el tamafo de ambos

implantes.

Figura 78.- Efecto de la presiéon. Cambios morfolégicos observados en los implantes
F-3-20-10 y F-5-20-10 a lo largo de ensayo de cesion in vitro.

b) Efecto de la relacion polimero/fosfatos
Para comprobar el efecto de este factor se compararon 2 lotes,

F-3-0-10 y F-3-50-10, conteniendo un 10% de ciprofloxacino y una relacién
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PLA-30/fosfatos de 0/100 y 50/50 respectivamente. En todos los casos la
presién aplicada fue de 312 MPa.

La influencia de la proporcion relativa de PLA-30/fosfatos se pone de
manifiesto en la figura 79 donde se comparan las curvas de cesion de las dos

formulaciones.
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Figura 79.- Efecto de la relacion PLA/fosfatos sobre el perfil de cesion in vitro de
ciprofloxacino (CFX) a partir de las formulaciones F-3-0-10 y F-3-50-10.

La formulacién F-3-0-10, elaborada solamente con HAP y FTC
(25/75), presenta una velocidad de cesion superior y sufre una mayor erosion
a lo largo del ensayo que la F-3-50-10 que contienen mayor proporcién de
PLA-30. La ausencia del polimero facilita la cesion de ciprofloxacino
liberandose la totalidad del contenido al cabo de 4 semanas (figura 79). La
presencia de PLA-30 disminuye la porosidad inicial del sistema y mantiene
durante un tiempo mas prolongado la integridad del implante, a pesar del

hinchamiento tan espectacular observado con la F-3-50-10 (Figura 80). Este
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aumento de tamafio puede ser debido al hinchamiento del ciprofloxacino y por
otro lado la mayor proporcién de PLA-30 le puede conferir cierta plasticidad al
sistema retrasando la disgregacion del implante lo que conlleva un retraso en

la liberacién de ciprofloxacino.

Figura 80 .- Efecto de la relacion PLA-30/fosfatos. Cambios morfolégicos observados
a lo largo del ensayo de cesion de los implantes F-3-0-10 y F-3-50-10.
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El efecto de la relacion polimero fosfato también se manifiesta en el
mismo sentido en las figuras 81 y 82 donde se comparan dos formulaciones
comprimidas a mayor presion (520 MPa) y con un contenido en ciprofloxacino
de un 20% variando solamente la relacion PLA-30 respecto a los fosfatos,
siendo de 0/100 (F-5-0-20) y 50/50 (F-5-50-20). En este caso hemos de
indicar que la presion aplicada en F-5-50-20 impide que se produzca un
hinchamiento tan acusado como en el caso de la F-3-50-10 a pesar de que el

contenido en ciprofloxacino es el doble.
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Figura 81.- Efecto de la relacion PLA/fosfatos sobre el perfil de cesién in vitro de
ciprofloxacino (CFX) a partir de las formulaciones F-5-0-20 y F-5-50-20.
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Figura 82.- Efecto de la relacion PLA/fosfatos en implantes elaborados a 520 MPa.
Morfologia de los implantes F-5-0-20 y F-5-50-20 después de 3 semanas de
incubacion en tampoén fosfato pH 7,4.

A la vista de estos resultados podemos decir que el incremento de la
proporcion de polimero en la formulacion reduce la velocidad de cesion
independientemente de la presion aplicada y de la carga de antibidtico. La
porosidad inicial en ambos grupos de formulaciones se encuentra
directamente relacionada con el contenido en polimero, los lotes elaborados
solamente con fosfatos son inicialmente mucho mas porosos (tabla 18) y

sufren una mayor erosién que se refleja en los perfiles de cesion.

Efecto de la carga de ciprofloxacino

Teniendo en cuenta que la cantidad de farmaco incorporada en los
implantes debe afectar a la velocidad de cesién del mismo desde este tipo de
sistemas, se compararon tres formulaciones, F-3-20-10, F-3-20-20 vy
F-3-20-40, con una relacién polimero/fosfatos 20/80 y elaboradas a 312 MPa,

conteniendo 10%, 20% y 40% de ciprofloxacino, respectivamente.

La figura 83 recoge los perfiles de cesién medios de las tres
formulaciones. Las curvas correspondientes a las formulaciones F-3-20-10 y
F-3-20-20, con un 10 y un 20% de ciprofloxacino son similares (f,= 61,8). Sin

embargo, las diferencias entre un 10% y un 20% comparadas con un 40%
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(F-3-20-40) resultaron significativas con valores de f,<50, en ambos casos, en
concreto de 37,6 para F-3-20-10 frente a F-3-20-40 y de 44,7 para F-3-20-20
frente a F-3-20-40.

Este efecto se manifiesta independientemente de la composicion del
implante y de la presion aplicada en la compresién como se puede observar
en la figura 84, donde se comparan tres formulaciones elaboradas sin
polimero, proporcion PLA-30/fosfatos de 0/100, con un 10%, 20% y 40% de
ciprofloxacino aplicando una presion de 520 MPa. La formulacion F-5-0-10
con menor proporcion de antibidtico es la que presenta una velocidad de
cesidbn mas rapida, con valores de f, < 50 con respecto a las dos
formulaciones elaboradas con una mayor carga de ciprofloxacino (F-5-0-20 y
F-5-0-40).
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Figura 83.- Influencia de la carga sobre el perfil de cesion in vitro de ciprofloxacino
(CFX) a partir de las formulaciones F-3-20-10, F-3-20-20 y F-3-20-40.
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Figura 84.- Efecto de la carga sobre el perfil de cesion de ciprofloxacino (CFX) a
partir de implantes elaborados sin PLA: F-5-0-10, F-5-0-20 y F-5-0-40

Estos resultados se encuentran relacionadas con la porosidad inicial,
tanto cuando se comprime con 312 MPa como cuando se hace con 520 MPa
e independientemente de la presencia de PLA en la formulacién, se cumple
que a mayor carga menor porosidad inicial, mayor hinchamiento del implante

a lo largo del ensayo y menor porcentaje cedido de antibiético.

En esta primera parte de la discusién, hemos puesto de manifiesto que
efectivamente la cesion de ciprofloxacino desde estos implantes depende de
la presidon empleada, de la proporcién polimero/fosfatos y del contenido en
antibiético. Teniendo en cuenta que el objetivo de esta memoria es la
elaboracion y evaluacion de implantes de ciprofloxacino para tratar
eficazmente la infeccién 6sea, lo que requiere alcanzar altas concentraciones
en hueso y mantenerlas durante periodos relativamente prolongados (4-6

semanas) Yy, resultados previos con gentamicina (Sanchez et al., 2002),



Discusion 149

indicaron que la velocidad de cesiébn es mayor in vivo que in vitro,
seleccionamos dos formulaciones, F-3-20-10 y F-3-20-40. Sin embargo, antes
de proceder al ensayo in vivo se llevaron a cabo una serie de analisis in vitro

para una mejor caracterizacion de estas dos formulaciones.

Caracterizacion complementaria in vitro de F-3-20-10 y F-3-20-40

Las formulaciones F-3-20-10 y F-3-20-40 fueron caracterizadas a lo
largo de los ensayos de cesion in vitro en términos de porosidad, captacion de
agua, pérdida de masa, microscopia electronica y difraccion de rayos X para
intentar establecer el mecanismo de liberacién del ciprofloxacino y explicar el

efecto de la carga de antibi6tico en el perfil de cesién.

La unica diferencia entre estos dos tipos de implante es el contenido
en ciprofloxacino y como hemos expuesto anteriormente, el porcentaje de
antibiético cedido disminuye al aumentar la carga, por lo que estos resultados
no estdn de acuerdo con los observados por otros autores (Dounis et al.,
1996, Schierholz et al.,, 1997, Ramchandani y Robinson, 1998) con
microesferas o implantes elaborados con quinolonas y polimeros. En general,
la cesion de un farmaco aumenta con la dosis sin embargo, para farmacos
poco solubles se puede observar, en el caso de matrices hidrofilicas que se
hinchan en contacto con el medio (Sujja-areevath et al., 1996, Munday et al.,
2000, Siepmann y Peppas, 2000), que la velocidad de cesion disminuye al
aumentar la proporcion de farmaco en la formulacién aun cuando la cantidad
de farmaco cedido es mayor. Hay que resaltar que en estos estudios son los
excipientes los responsables del hinchamiento de la matriz y que la cinética
de cesion de los farmacos, independientemente de la carga, depende del
grado de hinchamiento-erosién, puesto que a mayor tamafio del sistema,
mayor es el recorrido del farmaco para difundir al medio externo. En nuestro

caso hemos de tener en cuenta primero que los ensayos de cesion se llevan
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a cabo a pH 7,4 que coincide con el punto isoeléctrico y por tanto con una
menor solubilidad (Ramchandani y Robinson, 1998) y segundo, que el

ciprofloxacino es el responsable del hinchamiento de los implantes.

En la figura 85a se representa el porcentaje de antibidtico cedido
frente a la porosidad a lo largo del ensayo de cesion in vitro, correspondiente
a los tiempos de 0, 1, 2, 4 y 8 semanas, para ambas formulaciones. Se
observa que la cesion de ciprofloxacino en porcentaje, al final de la primera
semana se relaciona con el aumento de porosidad, para cada formulacion.
Sin embargo, observamos que a pesar de que la formulacion F-3-20-40 sufre
un aumento de porosidad en la primera semana, mas acusado que el lote
preparado con un 10% de antibidtico, este efecto no se refleja
proporcionalmente en el porcentaje cedido pero si en la cantidad de
ciprofloxacino cedida (figura 85b). A partir de este tiempo la porosidad
permanece practicamente constante, mientras que el ciprofloxacino sigue
liberandose en ambos casos. Todo ello indica que otros factores deben estar

implicados en la cesion.
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Figura 85.- Influencia de la porosidad sobre la cesion de ciprofloxacino (CFX) in vitro
a lo largo de 8 semanas correspondiente a F-3-20-10 y F-3-20-40.
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La figura 86 correspondiente a la captacién de agua, refleja un
comportamiento similar. La formulacién con un 40% capta mas agua en la
primera semana pero el porcentaje de antibiético cedido es menor (figura 86a)
sin embargo, la cantidad de ciprofloxacino cedida es mayor (figura 86b) y al
igual que con la porosidad a partir de la primera semana, la cesidén es
independiente de la captacion de agua. El porcentaje agua captado por la
formulacién F-3-20-40 es el doble que para F-3-20-10 y en la figura 86b, se
observa que la cantidad de ciprofloxacino cedida desde la F-3-20-40 es
practicamente el doble a lo largo de las 4 primeras semanas. La formulacion
F-3-20-40 tiene un contenido menor de fosfatos y PLA que la F-3-20-10 pero
la carga de antibiético es mucho mayor, la relacion farmaco/excipientes es de
1:1,5 y 1:9 respectivamente, lo que explicaria que se produzca una mayor

captacién de agua partiendo de una porosidad menor.
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Figura 86.- Influencia de la captacion de agua sobre la cesion in vitro de
ciprofioxacino (CFX) desde F-3-20-10 y F-3-20-40.

Como pusimos de manifiesto al inicio de este apartado, el
ciprofloxacino capta gran cantidad de agua y se hincha en contacto con el
medio de cesion, este comportamiento explica la mayor captacién de agua

por parte de la F-3-20-40, el aumento de tamafo y de porosidad tan acusado
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que se observa en los primeros tiempos del ensayo de cesion, al hincharse el
ciprofloxacino ejerce presion desde el interior del implante y por lo tanto este

efecto se refleja en un aumento de porosidad.

En la figura 87 se observa que tanto el porcentaje cedido como la
cantidad de farmaco cedido se encuentran relacionados con la pérdida de
masa. Una mayor porosidad y pérdida de componentes del implante debe
facilitar la liberacién del farmaco. Por tanto la cesidén esta directamente
relacionada con la pérdida de masa, teniendo en cuenta que la solubilidad de
ciprofloxacino en tampén fosfato pH 7,4 es de aproximadamente 130 ug/ml, el
mecanismo de cesidn sera por erosion y posterior disolucion del antibiético ya

que el ciprofloxacino retenido en el interior del implante, se encuentra a

saturacion.
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Figura 87.- Influencia de la pérdida de masa sobre la cesion in vitro de ciprofloxacino
(CFX) a lo largo de 8 semanas, desde las formulaciones F-3-20-10 y F-3-20-40.

Las imagenes obtenidas del implante a lo largo del ensayo de cesion

apoyan el aumento de porosidad que se produce en la primera semana
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(figura 88). Se observa erosién de la capa mas externa. En la imagen
correspondiente a la 22 semana parece que se va perdiendo esa primera
capa y sin embargo, la estructura interna practicamente se mantiene.
Ademas, no se aprecia un aumento de porosidad a pesar de que el
ciprofloxacino se va reduciendo en el implante remanente lo que apoya que la
cesion tiene lugar desde los fragmentos mas externos que se van
desprendiendo. Las figuras 47-50 obtenidas por SEM ratifican estos
comentarios. Los resultados de GPC y DSC del PLA-30 indican que el
polimero no se degrada y por tanto es el hinchamiento del antibiético lo que
contribuye a la disgregacién del implante.

Figura 88.- Evolucion morfolégica de los implantes F-3-20-10 y F-3-20-40 a lo largo
del ensayo de cesion in vitro.
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En resumen los procesos que tienen lugar a lo largo de la cesioén son:
hinchamiento, hinchamiento + erosion y disgregacion. A tiempos cortos
predomina el hinchamiento, a partir de aproximadamente una semana, que es
cuando el implante alcanza el maximo hinchamiento, es la erosion el efecto
mas manifiesto y a partir de la 42 semana aproximadamente predomina la
disgregacioén. Sin embargo y sobre todo en la formulacion F-3-20-40 es la
solubilidad del ciprofloxacino el proceso limitante de la cesién del farmaco.
Asi, en las microfotografias del interior del implante (Figura 50) se observan

algunos cristales en aguja correspondientes al ciprofloxacino.

Al objeto de llevar a cabo un analisis por difraccion de rayos X de las
muestras estudiadas hemos realizado los difractogramas de las formulaciones
F-3-20-10 y F-3-20-40. En primer lugar, analizaremos los difractogramas de
los fosfatos tricalcico (FTC) e hidroxiapatita (HAP), tanto puros (figura 7) como
en una mezcla fisica de ambos (figura 51) en las mismas proporciones a las
que se encuentran en las formulaciones estudiadas en esta memoria. Estos
difractogramas los hemos identificado con la ayuda de la base de datos
JCPDS, donde al FTC le corresponde la ficha n° 40-0008 y a la HAP la
n°® 24-0033. De la observacion de la figura 51, se deduce que el difractograma
de la mezcla fisica corresponde a la suma de los difractogramas de FTC y
HAP. Al estar el FTC en mayor proporcion (75%), la HAP practicamente no se
observa por DRX en la mezcla. Por otra parte, los picos de Bragg
correspondientes al FTC se mantienen a lo largo del ensayo de ambas
formulaciones, F-3-20-10 y F-3-20-40 (figuras 52 y 53), de donde se deduce
que el fosfato aparentemente no sufre ningin cambio estructural tras ocho
semanas de cesion. Puesto que los picos de Bragg correspondientes a estos
fosfatos no nos aportan ninguna informacion adicional, salvo a titulo
comparativo de su intensidad, no los comentaremos posteriormente en los

difractogramas de las formulaciones.
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En las figuras 52 y 53 se muestran los difractogramas de las
formulaciones F-3-20-10 y F-3-20-40 a lo largo del ensayo de cesion in vitro.
Para la formulacion F-3-20-10 no se observan picos de Bragg
correspondientes al ciprofloxacino, ni en su forma “seca” ni “hidratada”. Esto
es debido a que la concentracion de ciprofloxacino esta por debajo del nivel
de deteccion de la técnica en estos implantes. Sin embargo, en la figura 53
correspondiente a implantes con un 40% de ciprofloxacino si se observan
claramente los picos de Bragg tanto de la fase “seca”, como de la “humeda”.
En el difractograma del implante a tiempo cero solo se observa la fase “seca”,
mientras que a medida que transcurre el ensayo, la proporcion de esta fase
va disminuyendo a la vez que la fase “humeda” aumenta. A partir de una
semana, practicamente no se observa la fase “seca”, mientras que la
‘humeda” esta en el maximo de intensidades relativas. Sin embargo, la

solubilidad del producto no se modifica.

Este estudio se intentdé completar con el analisis diferencial de barrido,
sin embargo la descomposicion que sufre el antibidtico a partir de una cierta
temperatura nos impidié analizar las formulaciones elaboradas. Por ello en la
figura 54 mostramos uUnicamente los resultados obtenidos tras la incubacién
de los implantes blancos (PLA-30 + HAP + FTC). El PLA-30 como ya se ha
comentado no se modifica, sin embargo el pico de la mezcla de los fosfatos
que corresponde solamente a la HAP (figuras 8 y 54) sufre un ligero
desplazamiento hacia temperaturas superiores. Puesto que los resultados de
difraccion de rayos X no muestran cambio cristalografico alguno, ese
desplazamiento del pico observado en el termograma podria ser debido a la
transformacion de la HAP empleada en otra HAP con una mayor o menor

riqgueza en calcio.
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ESTUDIOS IN VIVO

Ensayo de cesion in vivo

Los estudios in vivo se llevaron a cabo simultdaneamente con las dos
formulaciones seleccionadas, con el fin de ir valorando si los niveles
alcanzados resultaban terapéuticamente eficaces. Se consideraron niveles
terapéuticos aquéllas concentraciones que superaban las minimas
bactericidas (CMB) para Staphylococcus aureus que en principio es el

microorganismo que mas frecuentemente produce osteomielitis.

En primer lugar se valoré el porcentaje remanente en el implante a lo
largo del tiempo. La formulacion F-3-20-40 se ensayé durante 4 semanas
solamente ya que tal y como se aprecia en la figura 89, la liberacién del
ciprofloxacino desde estos implantes se retrasa considerablemente entre las 2
y las 4 semanas. Si comparamos la cesién obtenida in vitro, que ya la
consideramos excesivamente lenta, con los resultados in vivo, apreciamos
que si bien, tal y como se esperaba, la liberacion de ciprofloxacino es
ligeramente superior durante las dos primeras semanas, aproximadamente un
21% frente a un 25% in vivo sin embargo, entre la 22 y la 4% semana la
velocidad de cesiéon disminuye notablemente cediéndose menos de un 5%

frente a un 18% aproximadamente in vitro (figura 19).

En la figura 90 puede observarse que la pendiente de la recta de
correlacion in vitro-in vivo es considerablemente menor que la unidad,

indicando una menor cesion in vivo que in vitro.
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Figura 89.- Porcentaje de ciprofloxacino (CFX) cedido desde los implantes del lote
F-3-20-40 después de su implantacién en fémur de conejos (media +s.d.; n = 3).
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Figura 90.- Correlacion obtenida entre los porcentajes cedidos in vivo e in vitro a lo
largo de cuatro semanas de ensayo para la formulacion F-3-20-40.

Los resultados de cesion nos indican que los implantes F-3-20-40 se

alejan de la formulacién ideal buscada, pues el tiempo de cesiéon se
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prolongaria excesivamente y tal como se ha publicado el sistema ideal debe
proporcionar dosis adecuadas durante 4 a 6 semanas. Sin embargo, los
niveles alcanzados tanto en hueso como en médula son eficaces, aunque
incluso se podrian considerar excesivamente elevados. Como era de esperar
las concentraciones mas altas se alcanzan en las zonas del fémur préximas al
lugar de la implantacion, metafisis distal y diafisis distal (figura 91), tanto en

tejido cortical (figura 92) como en el medular (figura 93).

Figura 91.- Radiografia de un fémur implantado indicando las distintas zonas
muestreadas. MD: metafisis distal; DD, DM y DP: tercios distal, medio y proximal de la
diafisis, respectivamente; MP: metafisis proximal.

En la figura 93, no se representan los niveles en médula
correspondientes a la metéfisis distal porque en esa zona se ha destruido
totalmente la médula cuando se practica el orificio para insertar el implante.
Esta misma operacién se lleva a cabo en hueso infectado cuando se realiza el
curetaje quirdrgico para eliminar el foco de infecciéon. La valoracion del
ciprofloxacino en tibia muestra niveles irregulares y bajos en las zonas

estudiadas (figura 94).
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Figura 92.- Concentraciones de ciprofloxacino (CFX) en las distintas zonas de cortical
obtenidas con F-3-20-40. MD: metéfisis distal; DD, DM y DP: tercios distal, medio y
proximal de la diafisis, respectivamente; MP: metafisis proximal; CMB: concentracién
minima bactericida; (media + s.d.).
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Figura 93.- Concentraciones de ciprofloxacino en las distintas zonas de médula
femoral con F-3-20-40. DD, DM y DP: tercios distal, medio y proximal de la diafisis,
respectivamente; MP: metafisis proximal; CMB: concentraciébn minima bactericida;
(media + s.d.).
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Figura 94.- Concentraciones de ciprofloxacino en las distintas zonas de la tibia
alcanzadas con F-3-20-40. MP: metafisis proximal; D:diafisis; MD: metafisis distal;
CMB: concentraciéon minima bactericida; (media + s.d.).

En los experimentos realizados tanto con la F-3-20-40 como con la
F-3-20-10, se llevo a cabo el control de los niveles de antibidtico en plasma,
no detectandose concentraciones de ciprofloxacino con el método
microbiolégico empleado. Asi mismo se controlé la funcion renal a través de
la concentracion sérica de creatinina; los resultados indicaron que no se

produce dafo renal a lo largo del ensayo.

Con respecto al implante con menor proporcion de ciprofloxacino,
F-3-20-10, ya desde los primeros resultados parecia que el antibidtico se
cedia de acuerdo con los objetivos planteados y por ello, los estudios in vivo
con esta formulacion se prolongaron durante 6 semanas, ya que transcurrido
este tiempo practicamente la totalidad de la dosis se ha liberado, tal y como

se observa en la figura 95. Por tanto, hemos alcanzado el objetivo planteado
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en esta memoria: elaborar implantes que cedieran antibiético durante al

menos 6 semanas.
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Figura 95.- Porcentaje de ciprofloxacino cedido desde los implantes F-3-20-10 tras su
colocacion en el fémur de conejos (media +s.d.; n=3).

En la figura 96 se observa que los porcentajes de ciprofloxacino
cedidos in vitro e in vivo presentan una buena correlacion. La pendiente
obtenida por regresion lineal es practicamente uno; las diferencias mas
importantes se observan en la cesion inicial y a las 6 semanas, donde se
aprecia que mientras in vitro se ha liberado aproximadamente un 80%, in vivo

se alcanza practicamente el 100%.
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Figura 96.- Correlacién obtenida entre los porcentajes cedidos in vivo e in vitro a lo
largo de seis semanas de ensayo para la formulacién F-3-20-10.

Ademas en la figura 97, donde se encuentran representadas las
concentraciones de ciprofloxacino alcanzadas en las distintas zonas
muestreadas del fémur, se observa que éstas son superiores a las CMB. Los
niveles mas elevadas se localizan en las zonas préoximas al implante, en
concreto en metafisis y diafisis distal, mientras que en diafisis y metafisis
proximal las concentraciones son inferiores. En la figura 98 también se puede
observar que las concentraciones de antibiético en médula son elevadas en
las zonas que se pueden muestrear. Sin embargo, no se alcanzan las CMB

en tibia pero los niveles se encuentran préximos a las CMI (figura 99).
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Figura 97.- Concentraciones de ciprofloxacino (CFX) alcanzadas en las distintas
zonas de la corical del fémur con F-3-20-10. MD: metéfisis distal; DD, DM y DP:
tercios distal, medio y proximal de la diéfisis, respectivamente; MP: metafisis proximal;
CMB: concentraciéon minima bactericida; (media + s.d.).
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Figura 98.- .- Concentraciones de ciprofloxacino alcanzadas en las distintas zonas de
médula en fémur con F-3-20-10. DD, DM y DP: tercios distal, medio y proximal de la
diéfisis, respectivamente; CMB: concentracién minima bactericida; (media + s.d.).
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Figura 99.- Concentraciones de ciprofloxacino alcanzadas en las distintas zonas de
cortical de la tibia con F-3-20-10. MP: metéfisis proximal; D:diafisis; MD: metéfisis
distal; CMB: concentracién minima bactericida; (media + s.d.).

A la vista de estos resultados la formulacién F-3-20-40 fue descartada
debido en primer lugar, a que la cesién del antibiético es excesivamente lenta
y, aunque los niveles que se alcanzan en el foco de infeccion son elevados,
solamente se ha cedido un 30% aproximadamente en 4 semanas lo que
supone, si el comportamiento se mantiene, que para que se libere la totalidad
de ciprofloxacino tendrian que transcurrir al menos 12 semanas y no tendria
ningun fundamento mantener niveles de antibidtico en hueso durante tanto
tiempo pues conlleva los riesgos ya conocidos de posibles efectos
secundarios y resistencia. En segundo lugar, la formulacion F-3-20-10 se
ajusta mucho mejor a los objetivos perseguidos: durante cuatro semanas se
mantienen niveles por encima de las CMB a lo largo del fémur y la cesién del

antibiético es completa en 6 semanas.

Centrandonos en la formulacién seleccionada F-3-20-10,

expondremos a continuacion los analisis que se llevaron a cabo para estudiar
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la evolucién de los implantes a lo largo de los ensayos de cesion en conejos.
Como acabamos de comentar los niveles alcanzados en hueso pueden ser
eficaces para el tratamiento de la infeccion 6sea, sin embargo esto no es
suficiente para considerar este tipo de sistemas adecuados para una
antibioterapia local désea; es necesario ademas comprobar la reaccién del

tejido al sistema implantado.

La valoracion de la biocompatibilidad del sistema se ha hecho sobre la
base de los resultados obtenidos de los estudios radiologicos e
histopatoldgicos de las piezas seleccionadas que evolucionaron de forma
paralela y se encuentran estrechamente relacionados. Hemos de resaltar, que
se llevo a cabo un estudio histolégico con implantes blancos (figuras 61-63)
para poder detectar las diferencias en regeneracion ésea con los implantes
conteniendo ciprofloxacino, debido a que como ya hemos comentado hay
referencias de retencion de ciprofloxacino en tejido éseo y posible efecto
negativo en el crecimiento éseo en animales jovenes. Sin embargo, los
resultados observados indican que la evolucién regenerativa es similar en
ambos casos. Inicialmente, el estudio histoldgico revela cambios derivados de
la agresion quirdrgica que van desapareciendo y apreciandose a lo largo del
tiempo calcificaciones intraimplante y relaciones entre el implante y las
corticales. Se observa neoformacion 6sea y osificaciones perimplante, septos
conectivos-vasculares intraimplante, en definitiva se establece una relacién
implante-hueso cada vez mas intensa observandose que la densidad del
implante se va asemejando al hueso circundante e histolégicamente vemos
que el implante es invadido por tejido 6seo siendo dificil su diferenciacién en

algunas zonas (figuras 64-70).

En la figura 100 se muestra la impronta dejada por el implante en la

zona diafisometafisariadistal del fémur. Asi mismo se observa el relleno de la
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cavidad medular con tejido 6éseo neoformado tanto proximal, como distal al
implante, asi como capas de tejido 6seo que lo rodean longitudinalmente por
debajo de la cortical primitiva. Observamos también, tejido dseo que sale de
la pared primitiva 6sea y ha ido avanzando hacia el interior del implante. Se
aprecian mamelones de tejido 6seo que invaden el implante. Hay que
destacar, como puede verse en el fragmente superior, que el lecho dejado por

el implante esta perfectamente vascularizado.

Lecho vascularizado

Tejido
neoformado

Invasion 6sea

4 semanas

Figura 100.- Regeneracion 6sea observada después de 4 semanas
de implantacion (F-3-20-10.

Esta invasion secuencial del implante por el nuevo tejido 6éseo formado
condiciona en gran medida la cesién del ciprofloxacino in vivo y las

modificaciones sufridas por el implante.

En primer lugar de la observacion y medida de los implantes

colocados en el fémur, a partir de las radiografias, apreciamos que el implante
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aumenta de tamano solamente longitudinalmente, el diametro se mantiene en
aproximadamente 6 mm durante las 24 semanas de las que se dispone
radiografias. El incremento de tamafo es mas acusado en las primeras
semanas y a partir de la 4% semana se reduce ligeramente. In vitro hemos
comentado que el implante se hincha tanto en sentido axial como radial y el
aumento de tamano es mucho mas acusado in vitro que in vivo. Estas
diferencias son debidas a que in vivo el hinchamiento del implante esta
limitado, ya que se va rodeando de tejido 6seo que va penetrando en el
sistema dando lugar a la formacion de grietas profundas en el implante que
radiolégicamente parecen atravesarlo (figuras 64-70). Estas observaciones se
muestran en las imagenes de la figura 101 donde se aprecia con mayor
nitidez el tejido 6seo macroscépicamente normal que rodea al implante, asi
como la vascularizacion del lecho ocupado por éste. El implante aparece con
su superficie irregular y erosionada, posiblemente debido a su

desestructuracion y posterior invasion por tejido éseo.

Figura 101.- Fémur después de 6 semanas de la implantacion (F-3-20-10). En el
cuadro interior se muestra el implante al inicio y al final del ensayo.
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Durante el estudio in vivo se intentd llevar a cabo el control de la
captacién de agua y pérdida de masa. Hemos de indicar que los resultados in
vivo son aproximados. Cuando se intenta retirar el implante para pesarlo se
aprecia que practicamente se mantiene intacto en las primeras semanas
porque se encuentra encajado en el hueso y es dificil extraerlo limpiamente.
La captacion de agua a pesar de las limitaciones de la toma de muestra, se
puede considerar que es similar in vivo e in vitro (tablas 20 y 53). Sin
embargo, el ensayo de pérdida de masa no se pudo realizar por la dificultad
de una correcta toma de muestra sobre todo en las primeras semanas pues el
implante tiene una estructura esponjosa y no es facil separarlo del tejido

circundante, posteriormente se va endureciendo.

En cuanto a las diferencias morfoldgicas apreciadas en los implantes a
lo largo de los ensayos in vitro e in vivo hemos de destacar que en ambos
casos exteriormente el implante se agrieta tomando forma de corteza (figuras
47 y 58) sin embargo, las imagenes radiograficas sugieren que las grietas
formadas se proyectan hacia el interior del implante (figuras 64-70), lo que
podria indicar que el implante se agrieta mas acusadamente in vivo que
in vitro. Ademas in vitro al microscopio electrénico se observan cristales de

ciprofloxacino (figura 48) que no se aprecian in vivo.

Todas estas observaciones son consecuencia conjuntamente del
hinchamiento de ciprofloxacino y de la entrada de material celular en el
implante. Ademas como ya habiamos puesto de manifiesto en estudios
previos (Baro et al.,, 2002), el PLA-30, material constituyente de la matriz,
disminuye su peso molecular in vivo (tabla 54) aunque su Tg no se modifica
(tabla 55), mientras que in vitro ambos parametros permanecen constantes
(tablas 24 y 26). Esta degradacion del polimero puede estar favorecida in vivo

por la presencia de radicales libres, productos acidos, o enzimas producidos
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por las células implicadas en la regeneracién 6sea observada (Tracy et al.,
1999, Liu et al., 2000). Sin embargo no se puede descartar que un proceso
autocatalitico por acumulacion de productos de degradacién dentro del
implante y en el tejido que lo rodea pueda estar también implicado (Lu et al.,
2000).

El crecimiento celular intra y perimplante lleva consigo una mayor
degradacion del polimero, una mayor erosion del implante asi como la
formacion de una red de capilares en su interior que favorecen la cesién del
ciprofloxacino in vivo. El mecanismo de cesion de ciprofloxacino in vivo es
similar que in vitro es decir, comienza con un proceso de hinchamiento y
difusion del ciprofloxacino mas disponible, posteriormente se produce cierta
erosiéon, lo que favorece la liberacién del antibiético pero sin embargo, no
tiene lugar el proceso de disgregacion apreciado in vitro. In vivo, la cesion de
la ultima fase viene probablemente gobernada por la invasién celular y
vascular que sufre el implante y que da lugar a ese endurecimiento del

sistema y su integracion en el tejido 6seo del entorno.

A la hora de comparar nuestros resultados con los de otros autores
nos encontramos con ciertas dificultades tales como distintos planteamientos
experimentales y diferencias importantes en las dosis utilizadas. Overbeck et
al.,, 1995, estudian implantes de PGA con una dosis total de 6 mg de
ciprofloxacino. Las concentraciones alcanzadas en cortical y medular superan
las CMI a lo largo de 0,1 cm y 0,15 cm del implante durante 2 semanas. De
acuerdo con estos autores los niveles resultaron eficaces en hueso infectado.
Sin embargo, Ramchandani y Robinson, 1998 emplean dosis mucho mas
altas, incorporan 100 mg de ciprofloxacino en implantes elaborados con
PLGA 50:50 manteniendo niveles por encima de las CMI a lo largo de 7 cm

durante 6 semanas, pero hay que tener en cuenta que valoran conjuntamente
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cortical y medular. En este ultimo estudio no se lleva a cabo el estudio
histolégico ni radiolégico y no debemos olvidar que estas formulaciones
deben cumplir el doble objetivo de erradicar la infeccién y rellenar el defecto

0seo causado por la misma.

Los resultados obtenidos por Overbeck et al., 1995 empleando una
dosis inferior a las utilizadas en esta memoria (50 y 200 mg) justifican en
primer lugar el abandono de la F-3-20-40 y apoyan la continuacion de este

estudio en animales infectados, que es nuestro siguiente paso.
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CONCLUSIONES

1.

El método de elaboracién permite obtener implantes de ciprofloxacino
preparados a base de fosfatos y PLA que ceden el antibiético durante

al menos 6 semanas tanto in vitro como in vivo.

La velocidad de cesion de ciprofloxacino in vitro depende de la presion
aplicada en la compresion, de la relacion PLA/fosfatos y del contenido
en antibidtico. La velocidad de cesion es menor a mayor presion,

proporcion de PLA y carga de ciprofloxacino.

El ciprofloxacino en incubacién en el medio de cesion capta agua, se
hincha y de acuerdo con los resultados de difraccion de rayos X, sufre
modificaciones en su estructura cristalina pasando de una fase seca a
otra que hemos denominado fase humeda, que podria tratarse de una

forma hidratada.

El hinchamiento observado en los implantes en contacto con el medio
de cesion es causado exclusivamente por el hinchamiento del
ciprofloxacino, aunque en funcion de la presién aplicada y de la
relacion PLA/fosfatos, se manifiesta en mayor o menor grado. El
hinchamiento es mas acusado cuanto mayor es la carga de
ciprofloxacino y la proporcion de PLA con respecto a los fosfatos y

cuanto menor es la presion aplicada.
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La velocidad de cesion in vitro de las formulaciones F-3-20-10 vy
F-3-20-40 durante la primera semana de ensayo esta relacionada con
el aumento de porosidad y captacion de agua, siendo el efecto mas
intenso en la F-3-20-40. Posteriormente, la velocidad es independiente
de ambos factores. Por el contrario, la influencia de la pérdida de

masa se manifiesta a lo largo de todo el ensayo in vitro.

La cesion de ciprofloxacino in vitro se inicia con un proceso de
hinchamiento y difusion del antibiotico disponible en el exterior del
implante. A partir de la primera semana aproximadamente, se produce
hinchamiento mas erosion del implante, predominando este ultimo
proceso. Después de cuatro semanas predomina la disgregacion del
implante. No obstante, la solubilidad del farmaco es el proceso

limitante de la cesién.

La formulacion F-3-20-10 es la que mas se aproxima a los objetivos
planteados en esta memoria, una cesion sostenida durante 4-6
semanas Yy la liberacion de la totalidad de la dosis al cabo de seis
semanas. La correlacion in vivo-in vitro de esta formulacion presenta
una pendiente practicamente igual a la unidad. Sin embargo, la cesion

in vivo fue mas rapida y completa que in vitro.

El mecanismo de cesion in vivo es similar al de in vitro. Comienza con
el hinchamiento del implante, predominando a continuacion el proceso
de erosion. Sin embargo, la invasion celular y la vascularizacion del
implante asi como la degradacién del polimero, favorecen la difusion
de ciprofloxacino, originando una cesion mas rapida y completa que in

vitro.
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9. Los resultados obtenidos in vivo nos permiten concluir que los
implantes elaborados son potencialmente utiles para el tratamiento
in situ de la infeccion d6sea. Por una lado, se han alcanzado y
mantenido concentraciones de ciprofloxacino superiores a las CMB
frente a los microorganismos que mas frecuentemente producen este
tipo de infeccién y por otro lado, los materiales empleados en su

elaboracion son biocompatibles y osteoconductores.
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