CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS

Premio de la Academia de Ciencias de Cuba, 2019

Cementos 6seos acrilicos: desarrollo de nuevas formulaciones
bioactivas y con actividad terapéutica

Lizette Morejon™ http://orcid.org/0000-0001-9150-528X
Eduardo Mendizabal? http://orcid.org/0000-0003-4672-2052
José Angel Delgado’ http://orcid.org/0000-0001-9079-7233
Oscar Ernesto Ledea® http://orcid.org/0000-0001-8521-2747
Gastén Fuentes' http://orcid.org/0000-0002-9930-6063
Ménica Lépez®

Ivette Duran’

! Centro de Biomateriales, Universidad de La Habana. La Habana, Cuba
2 Universidad de Guadalajara. Jalisco, México
3 Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC), Cuba

* Autor para la correspondencia: lizettemorejon@gmail.com y lizette@biomat.uh.cu

RESUMEN

Palabras clave ., . ) . ) , . ,
Introduccion: Deficiencias asociadas a las formulaciones cldsicas de los cementos dseos

de poli(metacrilato de metilo) (PMMA) y a nuevas aplicaciones en Ortopedia, Traumatolo-
gia y Neurocirugia han incentivado la investigacion de nuevas formulaciones de cementos
6seos con mejores propiedades. Métodos: Sintesis de hidroxiapatita micrométrica (Micro-
HA) derivada de la Coralina HAP-200®, hidroxiapatita nanométrica (NanoHA) y biovidrios; si-
lanizacion, estudio de acoplamiento matriz-relleno; preparacion de cementos de PMMA con
relleno o fdrmacos (simples o combinados), caracterizaciones por FTIR, DRX, XPS, SEM-EDS,
mecanicas, de bioactividad y microbiolégicas. Resultados: Cementos con rellenos hibridos
(MicroHA/NanoHA) con 30 %, 40 % y 50 % y diferentes proporciones (60:40; 55:45; 50:50)
garantizaron propiedades mecanicas, resultaron bioactivos y fueron no citotéxicos en culti-
vos de fibroblastos (L929) y osteoblastos (MC3T3-E1). La inclusion de particulas de vidrios
de fosfato silanizados: 44,5 % CaO- 44,5 % P205-11 % Na20 y 44,5 % Ca0-44,5 % P205-6 %
Na20- 5 % Ti02 indujo formacion in vitro de una capa de hidroxicarbonatoapatita precursora
de la union directa a largo plazo implante-hueso. Formulaciones con antibidticos simples
(3,125 %) ciprofloxacina, cefalexina, ceftriaxona, meropenem, cefazolina y ceftazidima libe-
raron in vitro concentraciones terapéuticas y mantuvieron su elucion durante 8 meses (largo
plazo). Combinacidn ciprofloxacina/meropenem y ciprofloxacina/ceftazidima en cementos
demostraron mayor efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa que cementos dopados con Gentamicina (antibiético convencional). Cementos
con 10% de aceite ozonizado Oleozon®, ciprofloxacina/meropenem y ciprofloxacina/mero-
penem/0Oleozon® disminuyen al 100% cultivos de Pseudomonas aeruginosa por 11 d. Con-
clusiones: Este trabajo propone cementos con bioactividad para un enlace mas duradero al

cementos 06seos acrilicos,; bioactividad;
infecciones periprotésicas




tejido 6seo y mayor estabilidad protésica, asi como, cementos acrilicos con farmacos con mayor
efectividad antibacteriana sin antecedentes en la literatura.

Acrylic bone cements: new formulations with bioactivity and
therapeutic action

ABSTRACT

Keywords

Introduction: Deficiencies associated with the classic formulations of poly(methyl methacrylate)
(PMMA) bone cements and new applications in Orthopedics, Traumatology and Neurosurgery
have encouraged the investigation of new formulations of bone cements with better properties.
Methods: Synthesis of micrometric hydroxyapatite (MicroHA) derived from Coraline HAP-200®,
nanometric hydroxyapatite (NanoHA) and bioglasses; silanization, matrix-filler coupling study; pre-
paration of PMMA cements with ceramic fillers or drugs (single or combined); characterizations:
FTIR, XRD, XPS, SEM-EDS, mechanical, bioactivity and microbiological. Results: Cements with
hybrid fillers (MicroHA/NanoHA) with 30 %, 40 % and 50 % and different proportions (60:40; 55:45;
50:50) guaranteed mechanical properties, were bioactive and were non-cytotoxic in fibroblast cul-
tures (L929) and osteoblasts (MC3T3-E1). The inclusion of silanized phosphate glass particles:
44,5 % Ca0- 44,5 % P205-11 % Na20 and 44,5 % Ca0-44,5 % P205 -6 % Na20- 5 % TiO2 produced
in vitro formation of a layer of hydroxycarbonate apatite precursor to direct long-term implant-bo-
ne binding. Simple antibiotic formulations (3,125 %) ciprofloxacin, cephalexin, ceftriaxone, mero-
penem, cefazolin and ceftazidime released therapeutic concentrations in vitro and maintained
their elution for 8 months (long term). Combination of Ciprofloxacin/Meropenem and ciprofloxa-
cin/ceftazidime in cements showed a greater antibacterial effect against Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa than cements doped with Gentamicin (conventional antibiotic).
Oleozon®, ciprofloxacin/meropenem and ciprofloxacin/meropenem/Oleozon® cements with 10
% ozonized oil reduce Pseudomonas aeruginosa cultures by 100 % for 11 days, which is an oppor-
tunistic germ that complicates orthopedic replacements and other bone injuries. Conclusions:
This work proposes cements with bioactivity for a more durable bond to bone tissue and greater
prosthetic durability, as well as acrylic cements with drugs with greater antibacterial effectiveness
with no history in the literature.

acrylic bone cements; bioactivity; pe-
riprosthetic infection

INTRODUCCION e terapia local antibacteriana ya sea como medida profi-
lactica combinado con bajas dosis; de antibidtico, o en

Los cemento-s. ose(?s de poh(metacnlato de. metilo) el tratamiento de procesos sépticos cronicos utilizando
(PMMA) se han utilizado internacionalmente desde finales de altas dosis de farmacos en forma de dispositivos tem-

los afios 60’s con gran éxito en cirugia ortopédica.? Hoy dia porales

ellos poseen diferentes aplicaciones (figura 1):¢® .
A pesar de que se considera que los cementos poseen

e fijacion de protesis metdlicas a la estructura dsea en los una aceptable durabilidad clinica,® con el paso de los afios

procedimientos de artroplastias de articulaciones como . . )
= ellos son aislados del tejido 6seo por una membrana fibrosa
pueden ser la reconstruccion total de la cadera (ATC), ro-

dilla (ATR) y hombro (ATH): gue se forma como resultado de la reaccion a cuerpo extra-
fio, lo que favorece el aflojamiento protésico a largo plazo.(?
Ademas, los cementos 6seos poseen propiedades mecani-
cas muy diferentes al tejido 6seo humano lo que posibilita en
algunos casos que la protesis, el hueso o el propio cemen-
to se fracture o en otros casos se produzca una reabsorcion
e estabilizacion de cuerpos vertebrales en caso de frac-  ¢sea por apantallamiento excesivo de esfuerzos mecénicos

turas; por parte de la prétesis que conlleva a un aflojamiento protési-

e relleno de cavidades dseas de origen traumatico o pato-
l6gico;

e reforzamiento de la tornilleria en aflojamientos de placas
de osteosintesis o fijadores internos;
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co que da lugar a la necesidad del recambio del implante.("12
Por ultimo, una de las complicaciones mas serias asociadas
aimplantes son las infecciones periprotésicas donde la multi-
plicidad de gérmenes, la formacion de biofilms y los fendome-
nos de resistencia bacteriana adquirida hacen muy complejo
la solucién clinica.®¥ En estos casos los cementos carga-
dos de antibidticos (ALBC) permiten la personalizacion de dis-
positivos temporales ajustando la dosis y el tipo de farmaco
para su cesion local a una concentracion y por un tiempo que
garanticen la erradicacién de la infeccion.(1519)

La gran diversidad de problematicas clinicas donde los
cementos acrilicos pueden ser utilizados como parte de la so-
lucion médica justifica el gran interés de la comunidad cien-
tifica en la busqueda de nuevas y mejores formulaciones de
cementos 6seos acrilicos. Este trabajo expone los principales
resultados obtenidos en dos de las lineas de investigacion
abordadas en el proyecto denominado: “Estudio de nuevas
formulaciones de cementos 6seos acrilicos con potenciales
aplicaciones biomédicas” del Programa Nacional de Ciencias
Béasicas, Cuba. La primera dirigida a transformar el cemento
de PMMA (no bioactivo) en un sustituto éseo capaz de inducir
la formacion de nuevo tejido éseo adyacente al implante, para
un mejor vinculo tejido-implante a largo plazo y por ende po-
tencialmente mayor durabilidad clinica, y como segunda linea
se proponen formulaciones de cementos con antibidtico de
mayor efectividad antibacteriana que los convencionales para
el control de cuadros sépticos provocados tanto por gérme-
nes grampositivos como gramnegativos.

METODOS

1.Desarrollo de cementos acrilicos bioactivos

1.1 Cementos acrilicos con rellenos de micro/nano
hidroxiapatita.

Sintesis de nanoHA: A partir de la reaccion de neutraliza-
cion de una disolucion diluida de acido ortofosfdérico goteada
de forma constante y a temperatura ambiente sobre una sus-

pension de hidroxido de calcio, el precipitado se lavo con eta-
nol varias veces, se seco a 110 °C por dos horas y finalmente
se sinterizd a 1000 °C durante una hora. Obtencién de micro-
HA: Se obtuvo por molienda y tamizado entre 56 umy 80 um
a partir de hidroxiapatita porosa Coralina® HAP-200 obtenida
de los corales marinos de la familia Porites porites mediante
tratamiento hidrotermal. Silanizacion: Ambas hidroxiapatitas
fueron silanizadas con 3-trimetoxisililpropilmetacrilato antes
de su utilizacion.("” La caracterizacion de ambas hidroxia-
patitas (HA) se llevd a cabo por espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos-X (DRX),
microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia elec-
trénica de transmision (TEM).

Componentes de los cementos 6seos: Parte solida (PS):
Autocril® (ACRILEST, Cuba) constituido por poli(metacrilato
de metilo) (PMMA) con 1,2 % de perdxido de benzoilo (PBO)
al cual se adiciond un 9 % de BaSO, como agente radiopaco.
Parte liquida (PL): Autocril® (ACRILEST, Cuba) constituido por
metacrilato de metilo (MMA) y 0,4 % de N,N-dimetil-p-toluidina
(DMpT).

Cementos 0seos modificados:

e Cementos densos: Se llevo a cabo un disefio experimen-
tal con 45 ejecuciones (5 réplicas por composicion) en el
cual se probaron dos relaciones PS/PL: 2/1y 1,5/1, dife-
rente contenido de carga inorganica (30 %, 40 % y 50 %)
y diferentes proporciones en peso de MicroHA/NanoHA
(60:40; 55:45; 50:50). Las variables respuestas analiza-
das fueron: resistencia a la compresion axial, modulo de
elasticidad a compresion, resistencia a la flexion, médulo
de elasticidad en flexién, temperatura maxima de polime-
rizacion, tiempo de fraguado, porosidad y contenido de
mondmero residual. Se compararon con muestras con-
trol (cemento sin aditivos) y con un cemento comercial
(Subitén-G®, Argentina). Se llevaron a cabo estudios de
bioactividad por inmersién en fluido biolégico simulado
(SBF). También se llevaron a cabo ensayos de citotoxici-
dadinvitroen lineas celulares de osteoblastos MC3T3-E1

Fig. 1. Representacion esquemadtica de aplicaciones en cirugia de los cementos éseos acrilicos. A) Prétesis de cadera ce-
mentada en la artroplastia total de la cadera (ATC); B) Relleno de cavidades quisticas luego de la exéresis de tumores dseos;
C) Procedimiento de vertebroplastia percuténea para estabilizacion de cuerpos vertebrales con fractura; D) Espaciador protési-
co de cemento 6seo acrilico cargado con antibidtico en reintervenciones quirtrgicas de prétesis de cadera séptica; e) Rosario
de perlas de cemento 6seo acrilico cargado con antibidtico en el tratamiento de infecciones periprotésicas.
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y de fibroblastos 1L929 a extractos de los cementos con
30 % de carga inorganica por ser los de mayor contenido
de mondmero residual y potencialmente mas toxicos.

e Cementos porosos: Seevalud unarelacion PS/PL:2/1 con
contenidodecarga40 %yrelaciondecargas 50:50y 60:40.
Se evalud la Resistencia a Compresién y Bioactividad.

Los experimentos se realizaron en orden aleatorio. Para el
tratamiento estadistico de los resultados se empled el progra-
ma STATGRAPHICS® Centuriun XV.

1.2 Cementos acrilicos con vidrios de fosfato CaO-P,05-
Na,O

Obtencion de los vidrios: Se prepararon dos vidrios de
composiciones nominales (mol %): 44,5Ca0-44,5P,0.-11Na0
(BV11) y 44,5Ca0-44,5P,0,-6Na0-5Ti0, (G5) utilizando como
reactivos CaO, Na,CO,, NH,H,PO, y TiO,. Los precursores
fueron pesados, mezclados homogéneamente y calentados
en crisol de Pt/10%Rh a una velocidad de 2 °C/min para su
fusion de 1250 °C a1350 °C la cual se mantuvo por 8 h. La
mezcla fue vaciada en moldes metélicos precalentados de
350 °C a 530 °C dependiendo de la temperatura de transicion
vitrea (Tg) de cada vidrio. Finalmente, los vidrios fueron reco-
cidos por debajo de su respectiva Tg y enfriados lentamente
para eliminar tensiones residuales. Silanizacion: Los vidrios
fueron pulverizados a 90 um con ayuda de molino de agata
planetario, se trataron térmicamente por 2 h a 100 °C y fue-
ron tratados con 3-trimetoxisililpropilmetacrilato en acetona.
Finalmente fueron centrifugados, lavados y secados por 2h.
Los vidrios silanizados fueron caracterizados a través de
andlisis de composicion quimica por microsonda, FTIR, area
superficial, distribucién tamafio de particulas, espectroscopia
fotoelectrénica de rayos-X (XPS), andlisis térmico diferen-
cial (ATD), andlisis termogravimétrico y SEM. Componentes
de los cementos éseos modificados: PS: 60 % de perlas de
PMMA (Bonar Polymer Ltd.) con 2,6 % de PBO, 10 % de BaSO,
y 30 % de relleno de particulas de vidrio silanizado. PL: 97,3 %
de MMA, 2,7 % de N,N-DMpT y 80 ppm de hidroquinona (HQ).
Se evalu¢ la bioactividad de las nuevas formulaciones de ce-
mentos por inmersion de discos de los cementos en solucio-
nes frescas de SBF a 37 °C 0,1 °C por 30 d y se analizaron las
superficies por SEM-EDS y FTIR.

2.Desarrollo de cementos cargados con antibidticos

2.1 Cementos con antibidticos simples

Se evalud la cinética de liberacién de diferentes antibioti-
cos desde matrices acrilicas en dosis equivalentes a las que
se utilizarfan en los recambios protésicos luego de procesos
infecciosos (1,25 g/estuche de cemento). Componentes de
los cementos 6seos modificados: como en el epigrafe 1.1

pero con 3,125 % del antibidtico correspondiente: ciprofloxa-
cina, cefalexina, ceftriaxona, meropenem, cefazolina y ceftazi-
dima en PS. Se hicieron fraguar muestras con forma cilindrica
de 6 mm de didmetro y 12 mm de altura. Se colocaron indivi-
dualmente en recipientes con 2,5 mL de agua y a diferentes
intervalos de tiempo desde 30 min y hasta 240 d se cambia-
ron los extractos por medio fresco. Los extractos se analiza-
ron mediante espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) a los
maximos de absorcion de cada farmaco.

2.2 Cementos con antibiéticos combinados

Cementos 6seos con doble farmaco. Se estudiaron mez-
clas de antibidticos ciprofloxacina/meropenem y ciprofloxa-
cina/ceftazidima en comparacion con los cementos con sus
respectivos cementos con antibioticos simples y también en
comparacion con cemento con gentamicina el cual se consi-
dera el farmaco convencional. Componentes de los cementos
6seos modificados: como en el epigrafe 1.1 pero con 3,125 %
de mezclas de antibidticos en PS: Se hicieron fraguar mues-
tras en probetas esféricas de 6 mm de diametro. Se colocaron
individualmente en recipientes con 2,5 mL de agua y se hicie-
ron extractos a diferentes intervalos de tiempo hasta 30 d. Se
evaluaron los perfiles de liberacion por UV-Vis y se desarrolld
una nueva metodologia para llevar a cabo un estudio de la
efectividad microbioldgica de estas nuevas formulaciones de
cementos dseos ante gérmenes grampositivos (Staphylococ-
cus aureus, ATCC 29213) y gramnegativos (Pseudomonas
aeruginosa, ATCC 25668) modificando el método de Kirby-
Bauer de difusion en platos de Agar.(18)

Composites cemento-rellenos hibridos microHA/nano-
HA-portadores de farmacos: Se realizé un estudio explorato-
rio de cementos composites con rellenos hibridos de microHA/
nanoHA como portadores de las combinaciones de farmacos:
ciprofloxacina/meropenem y ciprofloxacina/ceftazidima. Com-
ponentes de los cementos éseos modificados: como en el epi-
grafe 1.1 pero con 3,125% de mezclas de antibidtico en PS. Se
evaluaron composites con 30 %y 40 % de carga inorganica y
relacion de cargas 50/50. Para la preparacion de las probetas,
después del mezclado de ambas fases se burbujed nitrégeno
por 30 s con un flujo de 3 L/hy se fraguaron las muestras bajo
vacio. El estudio de liberacion se llevd a cabo en medio acuoso
y con auxilio de la espectroscopia UV-Vis.

Cementos con aceite ozonizado Oleozon®: Componen-
tes de los cementos ¢seos modificados: como en el epigra-
fe 1.2 pero con 10 % del antibidtico correspondiente (cipro-
floxacina 5 %+meropenem 5 %) en PS 0 10 % de Oleozon®
en PL. Se hicieron fraguar las muestras en probetas esféricas
de unos 6 mm de diametro. Se colocaron individualmente en
recipientes con 2,5 mL de agua y se hicieron extractos a dife-
rentes tiempos hasta 30 d. Se evaluaron los perfiles de libera-
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cion por espectroscopia UV-Vis y se evalud por el método de
microdilucién la efectividad microbioldgica de estas nuevas
formulaciones de cementos 6seos ante gérmenes gramne-
gativos (Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853). Para ello
100 pL de una suspension 5x104 CFU/mI de las bacterias en
medio Mueller Hinton se colocaron asépticamente en platos
de 96 pocillos junto a 100 pL de cada extracto y se realizaron
lecturas a 405 nm en equipo de Microelisa por 24 h para cada
periodo de extraccion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cementos acrilicos con rellenos de micro/nano
hidroxiapatita

Entre los aditivos bioactivos que con mas expectativas ha
sido estudiado como relleno de formulaciones de cementos
acrilicos se encuentra la hidroxiapatita (HA). Ello se debe a que
la HA es el componente inorganico principal del tejido ¢seo.
Por tanto, dada la analogia quimica entre la apatita natural y la
sintética, ésta posee excelente biocompatibilidad y no provo-
ca reaccion de rechazo al ser implantada en el tejido vivo; es
osteoconductiva (facilita el crecimiento de nuevo hueso sobre
ella) y principalmente es bioactiva dado que estimula la forma-
cion de una capa de hidroxicarbonatoapatita en la interface
hueso-implante que posibilita la union quimica entre ambos. La
literatura ha abordado la inclusion de HA micrométrica, pero
los resultados coinciden en que no resulta posible incrementar
mucho la carga inorganica dado que se debilitan sustancial-
mente las propiedades mecdnicas finales del composite.(182)

Los cementos 6seos destinados a la fijacion protésica
deben cumplir con estrictas propiedades mecanicas estipu-
ladas en las normas ISO 5833@) o ASTM F451®) dado que
se espera que ellos permanezcan por mas de 20 afios a 25
afos en el interior del cuerpo humano sometidos a grandes
esfuerzos mecanicos ciclicos. Por ello es imprescindible una
evaluacion integral del efecto de los aditivos en los cemen-
tos sobre un conjunto de propiedades como las de fraguado,
propiedades mecanicas estaticas y dinamicas, bioactividad y
citotoxicidad in vitro.

Los resultaros obtenidos revelaron que los cementos mo-
dificados con rellenos hibridos de microHA/nanoHA silaniza-
das cumplen con las normativas y exigencias internacionales
en lo referente a resistencia mecanica a compresion, tem-
peratura maxima de polimerizacion, modulo de elasticidad
a flexién, contenido de mondmero residual y porosidad.?)
Todas las formulaciones resultaron bioactivas, lo cual quedd
demostrado por la presencia de cristales en forma de nanoa-
gujas, tipico de estructuras apatiticas, sobre la superficie de
los materiales luego del ensayo de inmersién en SBF luego es

muy probable de que in vivo el material tenga similar compor-
tamiento y a través de esta capa pueda establecer un enlace
directo con el tejido ¢seo0.?

En la figura 2A se observa la morfologia acicular de las par-
ticulas de nanoHA sintetizadas en el trabajo y sus dimensiones
nanométricas. La figura 2B muestra una micrografia SEM de
las particulas de microHA que se utilizaron como relleno mi-
crométrico del cemento. Las caracterizaciones FTIR y DRX evi-
denciaron que en el proceso de sintesis se obtuvieron fases
cristalinas puras de hidroxiapatita [Ca, (PO,),(OH),] y también
se demostrod la efectividad del proceso de silanizacién. La figu-
ra 2C muestra la micrografia SEM de las perlas de PMMA (Acri-
lest®) componente fundamental de la parte sélida del cemen-
to. En esta imagen se aprecia la forma esférica del PMMA con
distribucion de tamafios micrométricos. Por su parte la serie D
de la figura 2 corresponde con micrografias SEM de la super-
ficie de discos de cemento sumergidos por 7 d en SBF como
ejemplo de los ensayos de bioactividad. Se observa en la figura
D1, que en la superficie del cemento sin relleno inorganico solo
se aprecian perlas de PMMA embebidas en la matriz acrilica y
particulas dispersas del agente radiopaco (BaSO,) y no hay se-
Aales de deposicion superficial de otras sustancias ya que los
cementos convencionales no son bioactivos, sin embargo, las
figuras D2 a D4 revelan que sobre las muestras se ha desarro-
llado una capa de aglomerados globulares uniforme que cubre
toda la superficie del material. La caracterizacion por energia
dispersiva de rayos-X (EDS) indicé que en todos los casos los
componentes quimicos de la misma son los iones Cay P exclu-
sivamente. Las imagenes que se muestran corresponden con
las muestras con menor contenido de carga inorgdnica (30 %)
y lo que sucede con el aumento de la relacion microHA/nano-
HA en donde se aprecia una mayor deposicion mientras mayor
contenido de nanoHA. Es de notar que con solo 7 d se haya
obtenido este resultado notable para todas las composiciones:
30 %, 40 %y 50 % de relleno, puesto que trabajos de la literatura
de cementos con HA solo reportan deposicion apatitica micro-
métrica después de largos periodos de inmersion en SBF.(17

El contenido de mondémero residual promedio determi-
nado después de las muestras fraguadas oscilé en un inter-
valo comprendido entre 0,8 £0,3% y 1,93 +0,04% inferiores al
Cemento Control sin relleno y al cemento comercial Subiton
Quirdrgico G®. Este resultado resulta favorable, ya que un me-
nor contenido de mondémero residual podria significar menor
riesgo de afectacion toxicoldgica en el tejido circundante al
implante. Esta hipdtesis se verificd con los estudios llevados
a cabo en formulaciones con 30 % de relleno hibrido de Micro-
HA/NanoHA las cuales demostraron ser no citotoxicas tanto
en cultivos celulares de fibroblastos (L929) como para células
osteobldsticas (MC3T3-E1).%
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Fig. 2. A) Micrografia TEM de las nanoHA sintetizadas. B) Micrografia SEM particulas de MicroHA. C) Micrografia SEM perlas de PMMA (Acrilest®).
D1-D4) Micrografias SEM de la superficie de discos de cemento sumergidos por 7 d en SBF: D1) Cemento sin relleno inorganico, D2) Cemento carga
inorganica: 30 %-microHA/nanoHA:60/40, D3) Cemento carga inorganica:30 %-microHA/nanoHA:55/45, D4) Cemento carga inorganica:30 %-micro-

HA/nanoHA: 50/50.

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican
ademas que las perlas de uso estomatoldgico fabricadas
en Acrilestll (Cuba) retnen los requisitos de peso molecular,
morfologia, contenido de perdxido entre otros aspectos para
preparar cementos acrilicos para aplicaciones ortopédicas ya
gue éstos cumplen con las exigencias internacionales de las
normas ISO (5833) y ASTM (F451). Asimismo, quedd demos-
trado de los resultados que los composites preparados con
rellenos hibridos pudieran ser considerados una alternativa a
los cementos 6seos acrilicos convencionales para el relleno
de defectos éseos y que pueden soportar esfuerzos meca-
nicos significativos. No obstante, para la fijacion de prétesis
articulares a pesar de tener potencialidades de unirse al hue-
so circundante con el paso del tiempo seria prudente evaluar
el comportamiento mecanico de los mismos en ensayos de
fatiga para resultados mas concluyentes.

Cementos acrilicos con rellenos de vidrios de
fosfato silanizados

Es conocido que los vidrios del sistema SiO,-Ca0-
Na,0-P,0, fueron los materiales ceramicos con los cuales se
establecié por primera vez el concepto de osteointegracion
a finales de la década de 1970. Estos vidrios base silice fue-
ron los primeros desarrollados y se denominaron Biovidrios
(45S5 Bioglass®).@9 |a formulacion del Bioglass® ha sido la

base de diferentes productos comerciales con aplicaciones
en estomatologia, ortopedia y cirugia maxilofacial y ademas
ha servido para el desarrollo de diversos vitroceramicos con
amplia utilizacion en cirugia.?” Una caracteristica que distin-
gue a los vidrios base silice es que son bioestables. Sin em-
bargo, nuevos vidrios de fosfato biodegradables parecen ser
una mejor opcion ante determinadas aplicaciones.

En este trabajo se evaluaron formulaciones de
cementos 6seos con vidrios de fosfato del sistema CaO-
P,0.-Na,0 (mayor velocidad de biodegradacion) y otro con
composicién base Ca0O-P,0.-Na,0-TiO, (menor velocidad de
biodegradacion), los que fueron denominados BV11y G5, res-
pectivamente. Se llevd a cabo un estudio profundo del proce-
so de silanizacion dado que: permite la unién quimica entre
las particulas inorganicas de los vidrios y la matriz acrilica or-
ganica para evitar que disminuyan significativamente las pro-
piedades mecanicas y ademas se ha reportado que los iones
Si proporcionan sitios para la nucleacion apatitica en SBF y
mejor comportamiento bioactivo.@®

Los resultados obtenidos por ATD y XPS indicaron que
la técnica de silanizacion fue efectiva (figura 3A y 3B). Esta
reaccion como tratamiento superficial es dificil de verificar,
sin embargo, pudo ser cuantificado que la misma ocurre en
alrededor de un 1 % (1,69 % 0,02 % para el BV11sil y 0,93
% 10,01 % para el G5sil). Las figura 3C y 3D demuestran que
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ambas formulaciones de PMMA/Biovidrio fueron bioactivas
como se aprecia de las micrografias SEM-EDS de la superficie
de los materiales en los que se observo una nueva cubierta de
aglomerados luego del ensayo en SBF.? La espectroscopia
infrarroja confirmd que estos aglomerados eran fosfatocalci-
cos y especificamente de hidroxicarbonatoapatita que es la
precursora de la union directa implante-hueso .

Los resultados indican que los composites de acrilicos
con vidrios de fosfato silanizados constituyen una via para
transformar el cemento PMMA no bioactivo en un tipo de
sustituto ¢seo con adecuado comportamiento a largo plazo.

Desarrollo de cementos cargados con antibiéticos

El tejido 6seo es el segundo tejido mas sustituido del
cuerpo humano y los cuadros sépticos del mismo resultan
en complicaciones graves que con frecuencia son muy trau-
maticas para los pacientes. Por lo general, este tipo de situa-
cion ocasiona dolor intenso, limitaciones de movimiento, pue-
de conducir a amputaciones y eventualmente conducir a la
muerte. La solucién médica requiere generalmente de largos
tratamientos con antibidticos via sistémica, intervenciones
quirdrgicas extras, largas estadias hospitalarias y por tanto
mayores costos.*9

En el caso de una infeccion periprotésica solo tratamien-
tos farmacoldgicos no resuelven la situacion, sino que se re-

quiere extraer el implante original, hacer un desbridamiento
exhaustivo del tejido dafiado, colocar un dispositivo temporal
para antibioticoterapia local hasta controlar el proceso infec-
cioso, para por Ultimo colocar la protesis definitiva. Ante es-
tas situaciones, los cementos ALBC resultan utiles. En primer
lugar, se emplean en artroplastias primarias combinados con
fadrmacos en bajas dosis (<1 g/estuche de cemento) como
método preventivo de la sepsis (profilaxis) y que puedan cum-
plir a la vez su funcion de enlace entre la prétesis y el hueso.
® En segundo lugar, pueden combinarse con altas dosis de
farmacos y ser utilizados para la reimplantacién de prétesis
(1-2 g/estuche de cemento) y también para la fabricacién de
rosarios de perlas o como espaciadores protésicos para la
liberacion local y transitoria de antibiodticos en concentracio-
nes muy altas (3,6-12 g/estuche de cemento) cuando existe
evidencia de procesos sépticos.® Ademds, los cementos con
altas dosis se utilizan también para controlar la sepsis en frac-
turas abiertas o en casos de osteomielitis.®

En la actualidad, los cementos ALBC constituyen un de-
safio. Ello se debe, entre otras causas, a la diversidad de gér-
menes que pueden encontrarse en sepsis profundas del sis-
tema musculoesquelético, a la alta incidencia de infecciones
polimicrobianas, a la formacion de biolfilms en las superficies
protésicas donde las bacterias se protegen de la accion de
los farmacos y también al incremento de la resistencia bac-

Fig. 3. XPS que confirman la silanizacién de los vidrios. A) Vidrio BV11 silanizado. B) Vidrio G5 silanizado. Micrografias SEM de cementos modi-
ficados con 30 % de vidrios de fosfatos silanizados después de inmersos por 30 d en SBF. C) con BV11 y D) con G5.
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teriana adquirida a los antibidticos mas habituales. Por ello,
cada dia se evaluan nuevas estrategias en la investigacion de
cementos ALBC: incorporacién de nuevos farmacos, mezclas
de ellos, estudios para evaluar las dosis 6ptimas, métodos de
evaluacion de efectividad in vitro e in vivo de estas nuevas for-
mulaciones, entre otros.(%3)

En este trabajo se abordd la problematica desde diversas
aristas: cementos con antibidticos simples y cementos con
antibioticos combinados.

Cementos con antibidticos simples. Se estudiaron ce-
mentos acrilicos convencionales cargados con seis tipos de
antibidticos simples: ciprofloxacina, cefalexina, ceftriaxona,
meropenem, cefazolina y ceftazidima en dosis de 1,25 g por
estuche de cemento. Primeramente, se verificé la estabilidad
térmica de cada uno de los farmacos por ATD. Posteriormen-
te se estudiaron los perfiles de liberacion in vitro desde los
cementos en medio acuoso durante un periodo de 8 meses (0
sea a largo plazo), asi como, sus propiedades mecanicas de
resistencia a la compresion.

Se demostré que para todas las formulaciones las concen-
traciones liberadas en los primeros estadios superan las concen-
traciones minimas inhibitorias (MIC) de algunos gérmenes por o
cual pueden ser efectivos ante procesos sépticos en los periodos
del postoperatorio inmediato. ©? Ademds, todos los antibidticos
liberan por un periodo mayor a 240 d, lo cual ocurre también en
situaciones reales y debe ser tomado en cuenta cuando se quie-
re estudiar los fendmenos de resistencia adquirida.

La figura 4A, muestra los perfiles de liberacién obtenidos
en los primeros 60 d, se observa que en ese periodo solo se
ha cedido al medio aproximadamente entre 6 y 17 % de la
cantidad inicial que contienen. Destaca ademas que todas las

formulaciones liberan inicialmente rapido, lo que corresponde
a la disolucién del antibidtico superficial de las probetas, para
luego mantener una liberaciéon sostenida en el tiempo. Asi-
mismo, todas las formulaciones de cemento con antibidtico
superaron los 70 MPa de resistencia a la compresion exigidos
por las normas para la utilizacion como método de fijacion de
protesis.®¥ Esto es indicativo de que todos los cementos con
los farmacos estudiados en este trabajo cumplen con los re-
quisitos mecanicos para su empleo en recambios protésicos
y ademas poseen actividad terapéutica por lo cual constitu-
yen alternativas para los cirujanos segun el tipo de patégeno
especifico ocasionante de la infeccion.

Cementos con antibidticos combinados. El andlisis de
los resultados anteriores permitié proponer el empleo combi-
nado de algunos farmacos para incrementar el espectro anti-
bacteriano de los cementos. Especificamente se llevé a cabo
un estudio de cementos acrilicos con combinacion de farma-
cos: ciprofloxacina/meropenem y ciprofloxacina/ceftazidima,
del cual no se tenia antecedentes en la literatura cientifica en
comparacion con cementos con Gentamicina que es el ce-
mento convencional.

La liberacién de todos los farmacos a los 30 d fue menor
del 15 % % en concordancia con otros reportes de cementos
ALBC con otros farmacos. Se detectd ademas que ocurre el
fendmeno de “oportunismo pasivo’, el cual solo ha sido de-
mostrado para determinadas parejas de antibidticos, en él se
incrementa la cesién de farmacos ya que se produce un in-
cremento en la porosidad superficial del cemento y se forman
pequefios tuneles o grietas en las capas mas externas que
permite el acceso del solvente mas al interior y por ende una
mayor extraccion del farmaco.

Fig. 4. A) Perfiles de liberacién de los 6 farmacos durante los primeros 60 d, la entrega total de antibidticos oscila solo del 6 % al 17 % aproxima-
damente. B) Valores de resistencia a la compresién mayores de los 70 MPa que exigen las normas.
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Se propuso también un nuevo modelo semiempirico que
describe mejor la cinética de liberacion considerando los feno-
menos fisico-quimicos (disolucién y difusién) que tienen lugar
durante la liberacion de los farmacos: en comparacion con
otros modelos de la literatura y con mejor poder predictivo.®9

En cuanto a los ensayos de susceptibilidad antimicro-
biana se comprobd que al séptimo dia de los ensayos aun
existe efecto antibacteriano para algunas de las propuestas
de cemento, figura 5. La figura 5A muestra los resultados de
los ensayos frente a cultivos de Staphylococcus aureus (Sa),
a las primeras 24 h y después de 7 d. Se observa que en el
cemento sin farmaco (control 1y 7 d) no hay halos de in-
hibicion, lo que indica que no hay efecto antibacteriano. La
formulacion con gentamicina posee un efecto similar desde

las primeras 24 horas hasta el séptimo dia lo que indica que
mantiene un efecto constante cada 24 h frente a Sa en este
periodo. Los cementos con las mezclas de antibidticos son
superiores a cementos con gentamicina en las primeras 72 h
(posoperatorio inmediato) y solo ciprofloxacina/meropenem
mantiene un efecto equivalente al cemento con gentamicina
hasta el dia 7.4

En contraste la figura 5B, muestra el poder antibacteria-
no de las formulaciones frente a cultivos de Pseudomonas
aeruginosa (Ps). El cemento sin farmaco (control 1y 7 d) no
presenta halos de inhibicién o sea no hay efecto antibacte-
riano. Cemento con gentamicina posee efecto el primer dia,
pero disminuye significativamente su accién y al séptimo dia
inhibe muy pocas bacterias. Todas las otras combinaciones

Fig. 5. A) Progresion del ensayo de susceptibilidad contra S. aureus por 7 d. B) Progresién del ensayo de susceptibilidad contra P. aeruginosa por

7 d. C) Liberacién desde muestras densas y porosas de composites con microHA/nanoHA. D) Liberacion desde cemento con mezcla de cipro-

floxacina/meropenem/Oleozon®.
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cemento-farmaco a las 24 h resultan mucho mejor que el ce-
mento convencional. Los cementos con las mezclas de far-
macos propuestas poseen mejor efecto durante los 7 d frente
a este tipo de germen gramnegativo. La combinacion cipro-
floxacina/meropenem resulta la mejor de las opciones.®¥

El estudio llevado a cabo con matrices compuestas de
cemento, relleno hibrido microHA/nanoHA porosas y con
mezclas de farmacos demostré que las mezclas son supe-
riores a sus andlogas con gentamicina y mejores los mate-
riales porosos con relacion a los materiales densos. La figura
5C muestra como se liberan los farmacos desde cementos
con 40% de carga inorganica en relacion microHA/nanoHA
50/50, se puede observar que los cementos porosos a los 7
d de liberacion duplican la cantidad de farmaco ceftazidima
cedida al medio y también resulta mayor la cantidad eluida de
ciprofloxacina en comparacion con los cementos densos con
mezclas ciprofloxacina/ceftazidima.®®

Otro de los trabajos referidos a cementos con antibidti-
cos combinados fue el desarrollo de cementos cargados con
Oleozéon® y mezclas de ciprofloxacina/meropenem y cipro-
floxacina/meropenem/Oleozén®. Siendo el primer reporte
del empleo de aceites ozonizados en combinacion con los
cementos 6seos acrilicos.®® Los cementos dseos cargados
con farmacos se preparan en el propio salén quirdrgico y tie-
nen la ventaja de poder ser personalizados segun la afeccion
del paciente con su dosis y tipo de farmaco.

Los aceites ozonizados han demostrado efectividad
contra infecciones virales, contra hongos, bacterias o pro-
tozoos y en general contra un gran numero de especies de
microorganismos. En este trabajo, se evalud la efectividad
antimicrobiana de las nuevas formulaciones contra cultivos
de Pseudomonas aeruginosa el cual constituye uno de los
microrganismos oportunistas mas dificiles de erradicar en in-
fecciones periprotésicas ya que adquiere resistencia frente a
un gran numero de farmacos. La figura 5D, muestra como se
ceden al medio de forma individual los principios activos des-
de cementos con los 3 principios combinados. El Oleozén®
por su naturaleza hidrofoba se eluye a una menor velocidad
en comparacion con los otros dos farmacos. Sin embargo,
induce una mayor cesion de los dos antibiéticos hidrofilicos
debido al efecto del “oportunismo masivo’. Los ensayos de
Microelisa demostraron que extractos de cemento con esta
combinacién de farmacos erradica el 100% del crecimiento
bacteriano aun a los 11 d de extraccion.

Conclusiones
Los resultados de las investigaciones que se reportan en
este trabajo profundizan en dos rutas de investigacion de ac-

tualidad en el campo de los cementos. Se explora como hacer
bioactivos los cementos para lograr implantes con mayor du-
rabilidad clinica de los que hoy se dispone internacionalmen-
te. Para ello se propone el uso de rellenos hibridos microHA/
nanoHA con mayor contenido de relleno y diferentes cargas
inorgdnicas sin afectar propiedades mecanicas y se demues-
tra bioactividad en 7 d por inmersién en SBF. De igual mane-
ra se demuestra que es posible utilizar vidrios bioactivos de
fosfato silanizados para lograr formulaciones de cementos
bioactivas y parcialmente biodegradables.

Con el objetivo de contrarrestar infecciones musculoes-
queléticas se evalla la liberacion de diferentes farmacos
en bajas dosis y se demuestra que al menos por 8 meses
se ceden al medio. Se propone una nueva combinacion de
farmacos: ciprofloxacina/meropenem y se demuestra ma-
yor efectividad desde el punto de vista antibacteriano que
el cemento convencional con gentamicina contra gérmenes
grampositivos y gramnegativos. Se describe un nuevo mode-
lo semiempirico que reproduce con alta fiabilidad la cesién
al medio de estos farmacos. Se propone por primera vez el
empleo de aceite ozonizado, el cual solo y combinado con
mezclas ciprofloxacina/meropenem inhibe sustancialmente
el crecimiento de cultivos de Pseudomonas aeruginosa.
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