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Resumen: Se han sintetizado y caracterizado materiales compuestos porosos Utiles en
regeneracion dsea. Los materiales sintetizados estan constituidos por un componente
inorganico, nanohidroxicarbonatoapatita, similar a la fase mineral del hueso humano, y
un componente orgdnico, el polisacarido agarosa. Los soportes se han obtenido en
condiciones proximas a temperatura ambiente lo que permite la introduccion de
biomoléculas durante el proceso de sintesis. En nuestro caso, se han anadido
ibuprofeno (un antiinflamatorio) y acido zoledrdnico (un antiosteoporético) y se ha
realizado el estudio de liberacion in vitro de ambos farmacos. El hecho de que el
material se comporte como un hidrogel ha permitido, ademas, la introduccidn de estas
sustancias activas por simple impregnacion. Los estudios de liberacion in vitro de las
biomoléculas se han llevado a cabo en condiciones similares a las fisioldgicas: en una
solucién salina al 0,9% y 379C. Con objeto de estudiar la influencia del pH en la
liberacion se han realizado estudios a pH=7,4 y a pH=6,5. Con el fin de cuantificar la
cantidad de farmaco liberada en funcién del tiempo y, dado que ambas sustancias se
liberan simultdneamente al medio, se ha realizado la separacién de los farmacos
mediante un sistema cromatografico de HPLC acoplado a un espectrofotometro
Ultravioleta-visible.
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INTRODUCCION

Los materiales compuestos ceramica/polimero son de gran interés en campos
como los biomateriales implantables asi como en ingenieria de tejidos. Entre ellos,
cobran especial interés los materiales compuestos capaces de retener y liberar
moléculas bioactivas que puedan aportar una mejora del comportamiento del material
en la aplicacién para la que estan destinados.

42


mailto:vicky@farm.ucm.es
mailto:jeromzar@farm.ucm.es

Reduca (Recursos Educativos).

Serie Congresos Alumnos. 5 (3): 42-47, 2013
ISSN: 1989-5003

En este trabajo se ha llevado a cabo la preparacién y caracterizacién de un
material biocompatible y bioabsorbible de estas caracteristicas, sintetizado en forma
de andamio o soporte, una pieza con poros tridimensionales interconectados que
permitirian, en caso de ser implantados, una mayor vascularizacién del material.

Estudios previos realizados en el sistema Hidroxiapatita/polimero conteniendo
una proteina modelo, seroalbumina bovina (BSA) (Jornadas Complutense 2010,
"Factores que afectan a la liberacidon de seroalbimina bovina en sustitutivos dseos
porosos"), permitieron conocer cdmo modificar la velocidad de liberacion de la BSA en
funcién del contenido en ceramica, el método de introduccion de la BSA ("ex situ" o "in
situ"), la naturaleza del agente gelificante y el método de secado.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio de liberaciéon simultdnea de
ibuprofeno y acido zoledrdnico, buscando una liberacién mas rapida del primero y una
liberacion mas sostenida en el segundo caso. La liberacidon rapida de ibuprofeno
permitiria niveles altos a tiempos cortos tras la implantacion del material, evitando la
inflamacién debida a la intervencién quirdrgica. La administracion de AINES como el
ibuprofeno esta también indicada de forma conjunta con bifosfonatos (como el acido
zoledrénico) para evitar la aparicion de un sindrome pseudogripal tras la
administracion de los mismos™. La liberacion mas lenta del acido zoledrénico
favoreceria la regeneracion dsea en el lugar del implante durante periodos largos.

MATERIAL Y METODOS

Para la preparacion de los soportes porosos 3D se ha utilizado
nanohidroxicarbonatoapatita, Caio(PO4,CO3)s(OH),, presente en un 45% en peso y
como componente organico, el polisacdrido agarosa, que actua como agente
gelificante (45% en peso). Las moléculas utilizadas para los estudios de velocidad de
liberacion han sido: acido zoledrdnico e ibuprofeno (10% del peso total del material).

Obtencion de los soportes porosos 3D

El procedimiento se llevd a cabo empleando el sistema GELPOR3D*® en una
cubeta de vidrio conectada a un sistema capaz de controlar la temperatura durante el
proceso y con una varilla de vidrio como sistema de agitacidn, de acuerdo con el
esquema de la figura 1. Los fdrmacos se introdujeron durante el proceso de fabricacion
del soporte (“in situ”) o bien tras el secado, por impregnacién de los soportes 3D en
una solucion acuosa conteniendo los farmacos (“ex situ”). El proceso de secado se
realizé de dos modos diferentes: en estufa a 372C y por liofilizacién. En este ultimo
caso, la temperatura de congelacién del material puede modificar la porosidad del
material.

Los materiales obtenidos han sido caracterizados por: Espectroscopia infrarroja
con Transformada de Fourier (FTIR), porosimetria de intrusién de mercurio, difraccion
de rayos X (DRX) y microscopia electrénica de barrido (MEB).
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Figura 1. Método de preparacion de los soportes 3D cargados con los farmacos

Estudios de liberacion “in vitro”

Los estudios de liberacidn de los farmacos se han realizado en una solucion salina
(0,9% NaCl) a 372C y con agitacién para imitar las condiciones fisioldgicas. El pH se
ajustd a 7,4 empleando tris-buffer y HCl. Por otra parte, y con objeto de crear unas
condiciones de infeccién simulada (en un proceso de infeccién se produce una
disminucion del pH localmente en la zona afectada), se realizaron estudios de
liberacion a un pH de 6,5.

Se ha realizado un estudio de liberacion dual de ibuprofeno y acido zoledrénico
en funcion del tiempo. Dado que las muestras contienen ambos farmacos, su
separacion y cuantificacion se realizé mediante un equipo de HPLC en fase reversa
(columna de silice con cadenas laterales de C18) acoplado a un espectrofotémetro UV-
visible. La medida de ibuprofeno se hizo a 219 nm vy la del cido zoledrénico a 210 nm.
Puesto que los espectros UV-visible de ambos farmacos se solapan, fue necesaria la
busqueda de un método de separacién que permitiese cuantificarlos de forma
independiente. La separacién se realizdé por HPLC en gradiente, siendo la fase mavil
una mezcla de metanol-y una disolucién acuosa con acido fosférico a pH=3, cuyas
proporciones van cambiando (de mayor a menor polaridad). Simultaneamente,
durante los ensayos de liberacidén se determind el pH y la concentracion de calcio en la
solucion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los soportes obtenidos poseen, ademas de los poros tridimensionales
interconectados (Fig. 1), de un tamafio entre 700 y 900 micras, un alto porcentaje de
porosidad. Asi, las muestras liofilizadas que han sido congeladas a -862C presentan
poros de entre 100 y 200 micras'?, mientras que las congeladas a -1962C, con
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nitrégeno liquido, presentan poros en torno a 10 micras. Estas diferencias pueden
apreciarse en las imagenes de microscopia electrénica de barrido.

Los diagramas de DRX de los soportes 3D muestran la presencia de maximos
correspondientes a una apatita poco cristalina sobre un fondo amorfo debido a la
agarosa. Tanto el ibuprofeno como el acido zoledrénico se encuentran en estado
cristalino. El andlisis por FTIR muestra la presencia de bandas asignadas a los
componentes del material, y no se aprecian cambios significativos en los nimeros de
onda de las bandas, siendo dificil apreciar las posibles interacciones entre los
componentes. Los espectros FTIR indican que en los soportes 3D sintetizados el
ibuprofeno se encuentra desprotonado. Este hecho podria estar relacionado con la
disolucién de una pequeiia cantidad de hidroxiapatita durante la preparacién de los
soportes, lo que originaria una ligera basificacién del medio de sintesis. Esta hipotesis
se ve apoyada por la presencia de iones calcio en la disolucién en que se lleva a cabo el
estudio de liberacion, asi como la presencia de ibuprofeno protonado en andamios
constituidos sélo por agarosa e ibuprofeno.

Los resultados de porcentaje de farmaco liberado en funciéon del tiempo se
representan en la figura 2.
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Figura 2. Porcentaje de farmaco liberado en funcion del tiempo.

Los datos recogidos en la figura 2 muestran que en todos los casos y para un
tiempo dado, se libera una mayor cantidad de ibuprofeno que de acido zoledrénico.
Este hecho podria deberse a que el acido zoledrénico queda retenido en el material
debido a una interaccién electrostatica de los bifosfonatos con los iones calcio
presente en la ceramica
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La variacién de % liberado de ibuprofeno frente al tiempo puede describirse
mediante una cinética de liberacion de orden uno (y=0,96216(1-g 010101132 )
corregida por un exponente experimental muy alejado de uno, lo que indica una gran
cantidad de ibuprofeno liberado en el momento inicial®" El material, al comportarse
como un hidrogel, absorbe una gran cantidad de agua al introducirse en el medio
acuoso, produciéndose un hinchamiento de la muestra, y la salida de ibuprofeno del
material, "arrastrado" por esta cantidad de agua que entra en el material, lo que se
conoce como "efecto burst". A pH=6,5, se aprecia una cierta disminucién en la
velocidad de liberacién del ibuprofeno, debida a una disminucién de la solubilidad del
farmaco a ese pH.

En el caso del acido zoledrdnico se observa un porcentaje liberado mayor cuando
se introduce por impregnacién (“ex situ”), posiblemente porque cuando el farmaco se
introduce durante el proceso de sintesis se favorece una mayor retencién por el
polimero y la interaccién con la cerdmica se favorece mas.

CONCLUSIONES

Se han preparado soportes porosos tridimensionales, biocompatibles vy
biodegradables, para regeneracion ésea que permiten la liberacién controlada de dos
farmacos con distinta actividad farmacoldgica. Los materiales obtenidos presentan una
liberacion lenta de un agente antiosteopordtico (acido zoledrdnico) y una liberacién
mas rapida de un antiinflamatorio (ibuprofeno) lo que mejora considerablemente su
posible utilizacion como sustitutos dseos.
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