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RESUMEN

A partir del andlisis estadistico de los resultados de las pruebas mecéanicas y de curado de formulaciones de cementos Gseos
adicionadas con Hidroxiapatita en porcentajes entre 0 — 20 p/p y Metacrilato de dimetil amino etilo (DMAEM) en porcentajes entre 0 —
10 p/p, reportadas en estudios previos [1], se seleccionaron cuatro formulaciones de cementos 6seos con el fin de evaluar la formacién
de capas apatiticas sobre la superficie del material después de su inmersion en un fluido biolégico simulado (FBS) durante 15y 30
dias. De igual manera, se estudio la reaccion tisular mediante pruebas histolégicas en tibias de conejos implantadas con los cementos.
De acuerdo con el analisis por Microscopia Electronica de Barrido y Espectroscopia de Energia Dispersiva (SEM — EDS), la presencia
de la hidroxiapatita y el co-mondmero favorecio la fijacion de una capa similar a la apatita biol6gica en la superficie del material
después de su inmersion durante 15 y 30 dias en el FBS; mientras que, las formulaciones de cementos dseos sin modificar no
evidenciaron la adhesion de la capa de apatita después del mismo tiempo de inmersion en el FBS. Por otra parte, las pruebas
histolégicas mostraron de manera cualitativa y cuantitativa que no se generd reaccion inflamatoria en el tejido al estar en contacto con
el cemento Gseo con o sin modificacion.
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ACRYLIC BONE CEMENTS PREPARED WITH AN ALKALINE CO-MONOMER AND
HYDROXYAPATITE: STUDIES IN VITRO AND IN VIVO

ABSTRACT

Based on the statistical analysis results of the mechanical and curing tests of bone cements formulations added with Hydroxyapatite in
percentages between 0 — 20 w/w and Dimethyl amino ethyl methacrylate (DMAEM) in percentages between 0 - 10 w/w reported in
previous studies [1], four bone cements formulations were selected to evaluate the fixation of an apatite layer on its surface after
immersion in a simulated biological fluid (FBS) for 15 and 30 days, and the tissue reaction through histological tests in rabbits tibias
implanted with the material. According to the analysis by Scanning Electron Microscopy and Dispersive Energy Spectroscopy (SEM -
EDS), the presence of hydroxyapatite and the co-monomer favored the fixation of a layer similar to biological apatite on the surface of
the material after immersion for 15 and 30 days in the FBS; whereas, the formulations of unmodified bone cements showed no
adhesion of the apatite layer after the same time of the immersion in the FBS. In general, the histological tests showed qualitatively
and quantitatively that there was no inflammation reaction in the tissue when in contact with the modified or unmodified bone cement.
Keywords: Bone cement, bone regeneration, alkaline co-monomers, Hydroxyapatite, in vitro and in vivo tests.
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1. INTRODUCCION

El cemento 6seo acrilico es un compuesto no
bioactivo y altamente hidrofébico debido a la
naturaleza del mondémero (metil metacrilato). Lo
anterior genera que al ser implantado, este sea
encapsulado mediante la formacion de un tejido
fibroso como respuesta de las células encargadas de
la regeneracion dsea [2, 3]. Los cementos 0seos
acrilicos también presentan  reacciones de
polimerizacion altamente exotérmicas, monémero
residual, contraccion después del curado,
propiedades mecanicas inadecuadas, y aflojamiento
a largo plazo de la prétesis como consecuencia de la
falta de fijacion secundaria entre el cemento y el
hueso [4, 5].

Con el fin de contrarrestar estas desventajas y
promover la bioactividad, nuevas formulaciones de
cementos @seos acrilicos con componentes que
difieren ligera o notablemente de las formulaciones
comerciales, han sido desarrolladas. Tal como la
incorporacién de particulas biocerdmicas en la
matriz de PMMA, que han mostrado un rendimiento
Optimo en cuanto a propiedades mecéanicas y
tribolégicas, con la capacidad de iniciar reparacion
de tejido Oseo, al igual que los nanomateriales de
carbono, bisfosfonatos vy algunas proteinas;
también, se ha indicado que la incorporacion de
algunos co-mondmeros, activadores de baja
toxicidad y/o polimeros biodegradables ayudan a
disminuir la temperatura maxima de polimerizacion,
ademas de generar superficies con zonas hidrofilas
que permiten el reemplazo de hueso nuevo[6]-[12].
No obstante, estos materiales deberan proporcionar
inicialmente la resistencia mecénica necesaria a la
zona reconstruida y permitir o inducir la
regeneracion Gsea, permitiendo de esta manera el
proceso usual de remodelacién para optimizar las
propiedades mecéanicas del hueso neoformado,

convirtiéndolo en una estructura de soporte
mecanicamente competente [13].
De acuerdo a lo anterior, en la presente

investigacion se estudié una alternativa que permite
aumentar la  bioactividad y mejorar la
biocompatibilidad del cemento, promoviendo el
crecimiento de tejido 6seo sobre la superficie del
material con la incorporacion de Hidroxiapatita
(HA), puesto que se ha logrado evidenciar en
distintos modelos animales la formacién de un
enlace directo entre el implante y el tejido 6seo,
confirmandose el cardcter bioactivo de estas

cerdmicas [14]-[17]. Adicionalmente, se logro
modificar la naturaleza de la carga superficial del
cemento con la incorporacién de un co- monémero
con grupos amino (DMAEM), puesto que las células
generadoras de hueso (osteoblastos) se depositan y
proliferan mejor en superficies parcialmente
hidrofilicas cargadas positivamente, como las
generadas por la protonacion de los grupos amino
del co-monémero [18]-[20].

Hasta el momento es escasa la bibliografia asociada
al estudio del comportamiento in vivo e in vitro de
cementos 0seos modificados con un fosfato de
calcio y un co-mondmero alcalino [21], enfocandose
los estudios principalmente en la evaluacion
fisicoquimica, térmica y mecénica del material. En
este sentido, se espera que los resultados obtenidos
asociados al efecto mixto de la Hidroxiapatita y el
DMAEM contribuyan a un mejor entendimiento del
comportamiento biolégico de la interface Hueso-
Cemento, y que algunas de las formulaciones de
cementos desarrolladas sean susceptibles de ser
utilizadas en implantes de regeneracién Osea tanto
en ortopedia como en odontologia.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reactivos

La fase sélida de los cementos estuvo compuesta
por perlas de poli(metacrilato de metilo) (PMMA)
con tamafio de particula promedio de 63,6 pm
adquiridas en Veracril® (New Stetic), perdxido de
benzoilo (BPO) con 25 % de humedad y 97 % de
pureza, marca Alfa Aesar® como iniciador de la
reaccién de polimerizacion por radicales libres del
mondmero, sulfato de bario (BaSO4) marca Alfa
Aesar® para facilitar el seguimiento radiografico de
los cementos durante y después de la implantacion,
e Hidroxiapatita comercial grado reactivo de
referencia sigma-aldrich® que presentd un didmetro
medio de particula de 25,82 um y una distribucion
de tamafio entre 14,77 pm y 44,32 um. La fase
liquida se prepar6 con metil metacrilato (MMA) y
metacrilato del 2(dimetilamino etilo) (DMAEM)
adquiridos en Merck®, ademas contiene una amina
aromatica, N. N — dimetil- p-toluidina (DMPT) que
actla como activador para que la iniciacion de la
reaccion de polimerizacion se dé a temperaturas y
tiempos acordes a los requerimientos clinicos. Tanto
los componentes de la fase sélida, como los de la
fase liquida se usaron tal como se recibieron del
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proveedor, sin ninguna purificacion previa.

2.2 Disefio experimental

Basado en el andlisis estadistico arrojado por el
software Minitab 16® para los resultados de la
caracterizacién mecénica, térmicay de curado de los
cementos 6seos acrilicos modificados con HA y
DMAEM reportados por Lozano et al. [1] y con el
fin de evaluar la influencia de la HA y del DMAEM
en los cementos Gseos bajo condiciones in vitro e in
vivo, se definio estudiar las formulaciones que se
presentan en la Tabla 1. Para fines comparativos se
utiliza como referencia una muestra patrén que
corresponde al cemento sin carga y sin co-
mondmero.

Tabla 1. Formulaciones seleccionadas para la
preparacion de cementos dseos modificados con HA
y/o DMAEM.

Composicion (% p/p)

S Fase liquida Fase solida

C_OU

S| = <

Eld = Bl £ o

1< 2 /g = g ¢

w E = o om o
Patron 0 975 25| 10 88 2 0
1 5 925 25| 89 786 2 105
2 0 975 25| 89 786 2 105
3 5 925 25| 10 88 2 0

2.3 Preparacion de los cementos 6seos

De acuerdo con las proporciones de cada uno de los
componentes, establecidas en la Tabla 1, se
prepararon los cementos 6seos acrilicos. Primero se
dosificaron los componentes liquidos (MMA +
comonémero + DMPT) y sélidos (PMMA + BPO +
BaSO4 + carga) en recipientes separados, y luego se
mezclaron manualmente ambas fases a temperatura
ambiente, manteniendo siempre una relacion
solido/liquido de 2. Una vez el liquido entra en
contacto con el solido se inicia la reaccion de
polimerizacion por radicales libres del MMA que
conlleva al endurecimiento del cemento.

2.3.1 Curado de los cementos 6seos

Al entrar en contacto el peréxido presente en la fase
solida y la amina presente en la fase liquida tiene
lugar la reaccién redox que da lugar a la generacién
de los radicales libres. (Figura 1(a)). Los primeros
radicales libres generados son consumidos por los
inhibidores, y una vez consumidos los inhibidores,
estos se unen a los mondmeros insaturados,
formando centros activos (figura 1b). Esta union del
monomero con el radical libre da lugar a una especie
reactiva que es capaz de unirse a otro mondmero
dando lugar a la cadena polimérica creciente (figura
1c). La reaccion de terminacion ocurre cuando se
dejan de producir radicales libres y, en el caso del
PMMA se da principalmente por la union entre
cadenas activas [22].

2.4 Prueba In Vitro

Para estudiar la interaccion del cemento dseo con el
medio fisiologico, se sumergieron 6 probetas de
cada una de las cuatro formulaciones estudiadas, en
un Fluido Bioldgico Simulado (FBS) y se extrajeron
3 muestras en cada periodo de ensayo (15 y 30 dias).
Las probetas consistieron en cilindros de 6 mm de
diametro y 12 mm de altura, a los cuales se les
calculd el area superficial para determinar el
volumen del FBS a emplear, mediante el modelo
presentado en la Ecuacion 1. EI FBS fue preparado
segun la formulacion planteada por Miyazaki et al.
[23] y posee una composicién idnica similar a la del
plasma sanguineo humano. Este se prepar
disolviendo en agua Tipo | (libre de contaminantes
disueltos o iénicos coloidales y organicos) [24] cada
uno de los reactivos especificados en la
formulacion, manteniendo agitacién constante y
teniendo en cuenta que cada reactivo fue afiadido
después de la completa disolucion del anterior. Una
vez calculado el volumen adecuado de la solucion
del FBS, éste se coloco en un recipiente de plastico
y el espécimen se sumergié completamente en la
solucion a una temperatura de 23 + 2°C.
Transcurridos 15 y 30 dias, respectivamente, se
retiraron las probetas de la solucién, se lavaron con
agua destilada y se secaron moderadamente con aire
caliente.

V; = S4/10 (1)

Donde Vs es el volumen de FBS (ml) y Sa es la
superficie aparente de la muestra (mm?).
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Figura 1. Polimerizacion via radicales libres del PMMA de los cementos Gseos: (a) Formacion radicales libres,
(b) Reaccidn de iniciacidn, (c) Reaccién de propagacion.

Se empled un Microscopio Electrénico de Barrido
marca JEOL SEM modelo JSM — 6490LV con
imégenes de electrones secundarios para observar la
formacidn del crecimiento de capas apatiticas en la
superficie, posterior a la inmersion en el fluido
bioldgico simulado. El equipo SEM se acopl6 a un
sistema de  micro-andlisis  quimico  por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para el
andlisis cualitativo y semicuantitativo de la
composicion quimica de las muestras. Las muestras
fueron montadas en porta muestras de aluminio y
pegadas con cinta de carbono, posteriormente se
recubrieron con una pelicula de oro, por un tiempo
de aproximadamente dos minutos, mediante la
técnica de espolvoreado catddico.

2.5 Prueba In Vivo: Estudio de reaccion tisular
por medio de pruebas histoldgicas en tibias
de conejos.

La prueba de reaccion tisular fue de tipo

experimental. Como biomodelos se utilizaron
conejos, machos, de raza New Zealand, de 3 meses
de edad y un peso entre 2600 — 3800 gramos. El
criterio para determinar el nimero de sujetos se basé
en la norma ISO 10993-6, el cual arrojé un total de
20 conejos (5 por cada formulacion) [25].

Previamente el componente liquido se filtré por
membranas en una cabina de flujo laminar y el
componente solido se someti6 a proceso de
esterilizacion con Oxido de etileno; luego se
mezclaron ambas fases y posteriormente el cemento
6seo fue implantado en tibias de conejo en un
defecto de 2,5 mm de didmetro. Después de 28 dias
de implantado el material, se realizaron eutanasias y
se enviaron los especimenes a patologia con
instruccion de realizar tres cortes longitudinales
(crestal, medio y medular) y reportar el tipo y
contenido de células encontradas.

Los protocolos asociados con la adecuacion del
bioterio, seleccion de los animales, asi como el
manejo Yy ética de la investigacion, fueron aprobados
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por el Comité de Etica Animal de la Facultad de
Salud de la Universidad del Valle mediante el Acta
No. 001 de 2010.

Siguiendo la norma ISO 10993-6:2016 [25], se
determind el numero de animales (cinco para cada
formulacion). Se evaluaron las condiciones de salud
de los animales, mediante toma de registros de
temperatura corporal, peso, consumo de alimentos;
y se realizaron observaciones acerca del
comportamiento  del animal, tales como:
acicalamiento, mantenimiento del habitat, transporte
de materiales, posiciones en reposo y alerta. Al
llegar al bioterio todos los animales fueron
vacunados con 0,2 miligramos de Ivermectina al
1%, subcutaneo.

Esta prueba se realiz6 en varias fases:

2.4.1. Primera fase (etapa quirdrgica).

Se prepard un defecto dseo circular de 2,5 mm en la
tibia derecha de cada biomodelo, utilizando fresas
de titanio para hueso de didmetro secuencial
iniciando con la de 1,8 mm.

Para el procedimiento quirdrgico se siguio el
protocolo utilizado en la Fundacién CIEO (Centro
de Investigacion en Estudios Odontoldgicos). Asi
como los instructivos establecidos para la fase
quirdrgica de enjertacién de hueso y/o substitutos
06seos, de la siguiente forma [26]:

e Anestesia y sedacion
A cada biomodelo se le suministré via parenteral 0,3
mg por kilogramo de Tranquilan (Maleato de
Aceptomicina) y 0,4 mg por kilogramo de Xilasyn
(Oxilacina al 2%).

e Preparacion del campo quirargico
Se realizd tricotomia del area a operar, técnica de
asepsia y antisepsia en la zona con Isodine en
espuma, colocaciébn de campo quirdrgico,
Aplicacion Lidocaina al 2% con Epinefrina
1:80,000, técnica infiltrativa para anestesia local
para vasoconstriccion.

e Procedimiento quirdrgico
Se elabor6 la incision y la diseccion para preparar
un defecto dseo circular, en el cual posteriormente
se implanté el cemento 6seo. Luego, se realizo
confrontacion de tejidos y cierre, y finalmente se

aplicaron farmacos post-quirdrgicos (analgésico y
antibidtico) y se protegio el area con antibidtico
topico localmente.

e Eutanasia
Después de 28 dias de la implantacion del material,
se efectud la eutanasia mediante aplicacion
intravenosa de una dosis de 5 ml de pentobarbital

sodico en la vena marginal de la oreja; el
procedimiento fue realizado siguiendo
recomendaciones internacionales y bajo la

supervision directa de un médico veterinario, quien
se encargd del desarrollo del aspecto ético.

2.4.2. Segunda fase.
Se recuperaron las muestras del tejido 6seo injertado
con los diferentes cementos, se decalcificaron los
tejidos con solucién de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 10% en bufer
fosfato (PBS) por 2 meses, se retiraron las particulas
de cemento dseo, se realizd la preparacion de la
muestra mediante deshidratacién, aclaramiento e
inclusion en parafina; se realizaron tres cortes a cada
espécimen, uno a nivel crestal, otro a nivel medio, y
el tercero en proximidad al canal medular; y se
estudio el tipo de células y cantidades presentes en
porcentaje por campo.

2.4.3. Tercera fase.
Con los informes de la histologia se realiz6 un
analisis estadistico descriptivo basado en los valores
promedios de los resultados relacionados con las
ceélulas encontradas en el material.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Prueba in vitro por inmersion en fluido
bioldgico simulado.

A pesar de los cuestionamientos ya reportados en
algunas investigaciones respecto a la "capacidad de
formacion de apatita” sobre la superficie de un
material al ser sumergido en un FBS [27], es
apropiado examinar la posible formacion de éstos
precipitados sobre los compuestos de cemento 6seo
a base de PMMA modificados con mineral
bioactivo, antes de la experimentacién con
biomodelos, puesto que €l nimero y la duracion de
los experimentos pueden reducirse notablemente
con la aplicacion preliminar de esta caracterizacion.
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Los posibles mecanismos de formacién de apatita
sobre la superficie de las formulaciones de cemento
6seo, PMMA-HA y PMMA-DMAEM- HA, se
presentan de manera esquematica en la Figura 2. En
principio el material presenta una carga superficial
negativa, conferida por los iones fosfato (POs*) e
hidroxilo (OH") de la HA presente en el cemento
(Figura 2(a)); lo anterior permite que después de la
inmersion en el FBS se dé la interaccion superficial
con los iones calcio (Ca?*) de la solucién, formando

una capa inicial de fosfato de calcio (Cas(PO4)?)
amorfo “rico en calcio” con una carga superficial
positiva (Figura 2(b)). Posteriormente, esta capa
interactda con los iones POs* de la solucion,
precipitando dichos iones sobre la superficie del
cemento y transformando el recubrimiento anterior
en una capa de Cas(PO4)? amorfo “pobre en calcio”
(Figura 2(c)), la cual cristaliza finalmente en una
capa de apatita neoformada cuyos principales
componentes quimicos son calcio y fosforo (Figura
2(d)) [28] [29].
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Figura 2. Mecanismos de formacion de apatita: (a) cemento con carga negativa, (b) cemento con capa de
fosfato de calcio amorfo rico en calcio, (c) cemento con capa de fosfato de calcio amorfo pobre en calcio, (d)
cemento con capa de apatita neoformada.

En la Figura 3, se muestra la imagen SEM de la
superficie del cemento Gseo sin cargas bioactivas
(muestra patrén), inmerso durante 3 semanas en el
fluido bioldgico simulado. Se pueden observar las
perlas de PMMA (zona A) sin disolver, rodeadas de
una matriz de mondmero polimerizado (zona B).
Poco se sabe acerca de las caracteristicas de
inclusién de las perlas de polimero dentro de la
matriz de mondémero, Sin embargo, algunas
investigaciones mediante Microscopia Electronica
de Barrido (SEM) demuestran que el proceso de
incorporacion es muy sensible a las condiciones
quimicas y ambientales durante el mezclado [30].
Las imagenes obtenidas en la presente investigacion
son comparables con muestras de cementos 0seos
recuperados en cirugias de revision [31]. donde es
evidenciado que efectivamente existe una interfaz
entre las perlas de polimero y el mondmero

polimerizado. De igual manera, en este trabajo
plantean que el proceso de incorporacion resulta a
menudo incompleto y las perlas de polimero se
liberan y/o aflojan desde la matriz de monémero que
las rodea; afectando a su vez la resistencia a la
tension como consecuencia de la pérdida de
adherencia interfacial entre dichas perlas y la matriz
[31].

Por otro lado, con los resultados del micro-analisis
hecho por Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS), para determinar la composiciéon quimica de
la muestra patrén (Tabla 2), No se identifico la
presencia de P o Ca, lo que sin lugar a duda
demuestra que el cemento 06seo acrilico es un
polimero no bioactivo, su matriz polimérica (MMA
polimerizado) es altamente hidrofébica por lo que
debilita el contacto carga — solucién y se dificulta el
crecimiento de apatita sobre su superficie.
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Figura 3. Imagen SEM a 800X del cemento dseo acrilico patron (0% HA — 0% DMAEM).

Tabla 2. Andlisis EDS de formulaciones de cementos éseos modificadas con DMAEM y/o HA (1, 2, 3) y sin
modificar (patrén), después de 15 y 30 dias de inmersién en un FBS.

formulacién C O S Ba P Ca Ca/P Na K Cl
(%atom) (%atom) (%atom) (%atom) (%atom) (%atom) (%atom) (%atom) (Y%atom)
Patron
(15 dias) 75,2 21,91 1,04 0,85 - - - - - -
Patron
(30 dias) 76,83 22,44 0,3 0,43 - - - - - -
1 (15 dias) 50,79 41,57 0,23 2,46 3,79 1,54 0,7 0,11 0,35
1 (30 dias) 65,43 23,39 0,74 1,27 3,25 5,09 1,57 - - 0,83
2 (15 dias) 41,4 40,61 - - 8,86 9,13 1,03 - - -
2 (30 dias) 63,46 16,63 - 1,38 6,4 12,13 1,90 - - -
3 (15 dias) 46,82 49,05 - 0,16 0,16 - - 3,43 0,38 -
3 (30 dias) 62,61 31,19 0,74 0,47 0,78 1,16 1,49 2,53 0,2 0,32
Ha sido reportado que la incorporacion de amino del comondmero [18]-[20]. Lo cual se

comondémeros con grupos amino a formulaciones de
cemento 0seo, conduce a una mejora en la
biocompatibilidad del material debido a que las
células generadoras de hueso (osteoblastos) se
depositan 'y proliferan mejor en superficies
parcialmente hidrdfilas cargadas positivamente,
como las generadas por la protonacion de los grupos

corrobora en el presente estudio a partir de los
resultados obtenidos después de la inmersion de la
muestra que contenia 5 % p/p de DMAEM
(formulacién 3), en un fluido biolégico simulado
durante cuatro semanas. En las Figuras 4(a) y 4(b)
se muestra la imagen SEM de este material
transcurridos 15 y 30 dias de inmersion,
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respectivamente. En estas se identifican pequefios
precipitados, depositados desde las primeras
semanas, 1o que demuestra que es factible que el
comonomero empleado aumente la bioactividad del
cemento 6seo. El anélisis por EDS sintetizado en la
Tabla 2 arrojé bajos porcentajes de fosforo en la
superficie del cemento 6seo durante las primeras
semanas (0,16 % atomos), lo que puede ser
atribuido a que en un principio la amina terciaria es
insoluble en agua; pero la presencia de un &cido
diluido en el FBS (disolucion acuosa) hace que la
misma forme sales de amonio y aumente su
solubilidad. Lo anterior da como resultado la
protonacién de la amina y la atraccién de iones PO4~
% hacia la superficie del cemento aumentando la
cantidad de fosforo depositada sobre la superficie a
0,78 % éatomos y alcanzandose una relacion entre
iones Cay P de 1,49.

15 dias

P

+ UNIVALLE

£ gy L
£ X800 | 20um

En la Figura 4(c) y 4(d), se muestran las imégenes
SEM de las superficies del cemento 6seo de la
formulacion 2, que contenia 10,5 % de HA, en estas
se observa la presencia de pequefios nucleos
dispersos tanto en la matriz de mondémero
polimerizado como en las perlas del polimero, con
tamafio y forma irregular que se han formado
después de 15 dias de inmersion en FBS (Figura
4(c)), los cuales después de 30 dias de inmersion
muestran un aumento en cantidad que los lleva a
unirse entre si formando estructuras de precipitados
que cubren casi en su totalidad las perlas de PMMA
y la matriz de monémero. Con el analisis EDS se
logré identificar la presencia de calcio y fosforo
respectivamente en proporciones de 9,13 % atomos
y 8,86 % atomos, a los 15 dias y de 12,13 % atomos
y 6,36 % atomos a los 30 dias, de estar sumergidas
las muestras (Tabla 2).

53

’ Al‘JNIVALL(E

x800 ~20pm

Figura 4. Imagen SEM a 800X de: a) y b) formulacion 3 de cemento (5% DMAEM); c) y d) formulacion
2 de cemento (10,5% HA); e) y f) formulacion 1 de cemento (5% DMAEM y 10,5% HA). a), ) y €)
corresponden a muestras después de 15 dias de inmersion y b), d) y f) corresponden a muestras
después de 30 dias de inmersion.
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En las Figura 4(e) y 4(f), se presentan las imagenes
SEM de la superficie de las muestras de cemento
6seo con 105 y 5 % p/p de HA y DMAEM,
respectivamente, después de estar inmersas por 15y
30 dias en el FBS. La Figura 4(e) evidencia que
despues de 15 dias de inmersion hay una leve
aparicion de aglomerados de particulas con
apariencia densa, producto de la formacion de
nuevas estructuras sobre las particulas iniciales,
algunas zonas de estas capas densas conservan una
morfologia porosa, la cual tiende a desaparecer con
el tiempo de inmersion. También se aprecia la
presencia de particulas de apariencia esférica
formando pequefios cumulos débilmente
condensados; esta nueva capa es atribuida a la
formacion de apatita, semejante a la apatita
biolégica, formada por el material bioactivo al estar
en contacto con el FBS. Por otra parte, despues de
30 dias de inmersion (Figura 4(f)) la apariencia de la
apatita neoformada esta mejor distribuida sobre la
superficie del material, generdndose capas
ligeramente mé&s densas y conservando una
apariencia porosa. La evidencia de la apatita
neoformada esta en la variacion de la relacion de los
iones Ca y P de la capa generada en la superficie del
cemento reportada en la tabla 2, con respecto a la
relacién de la apatita estequiométrica incorporada en
las diferentes formulaciones de cemento que
corresponde a 1.67 [32].

Es importante resaltar que se observa desde los
primeros dias de inmersion en el FBS la formacién
de fosfato de calcio amorfo rico en calcio, siendo
esta afirmacion sustentada en el resultado del

microanalisis por EDS que se llevdo a cabo en
diferentes regiones asociadas a la superficie del
cemento 6seo (Tabla 2). En este sentido, se logrd
comprobar que la capa depositada estaba constituida
por 3,79 % &tomos de Ca y 2,46 % &atomos de P,
para los primeros 15 dias de acondicionamiento. Por
otro lado, como era de esperarse, al aumentar el
tiempo de inmersion los consumos de calcio y
fosforo de la capa depositada a partir de la solucion
fueron mayores, lo que se logra apreciar en el EDS
después de haber estado las muestras 30 dias en el
FBS, (5,09 y 325 % aomos Ca y P,
respectivamente). Con base a lo anterior, se puede
afirmar que el tratamiento estudiado mostro tener
potencialidad para la formacion de una capa de
apatita sobre la superficie del cemento al ponerse en
contacto con un FBS.

3.2 Prueba in vivo: Estudio de reaccién tisular
por medio de pruebas histoldgicas en tibias
de conejos.

En el andlisis microscopico se logré identificar los
diferentes tipos de células presentes en los
alrededores de la interfaz hueso-cemento, después
de transcurridos 28 dias de haberse implantado el
material en las tibias de los conejos, éstas fueron:
células dseas (osteoblastos, osteoclastos y
osteocitos), asi como estructuras bioldgicas
importantes para la regeneracion G6sea como los
vasos sanguineos y la medula 6sea (roja o amarilla)
[33]. En la Tabla 3 se resumen los resultados.

Tabla 3. Porcentajes de células, vasos sanguineos y medula ésea encontrados en las histologias de las tibias
de los conejos, que contenian cemento déseo acrilico. Los porcentajes reportados corresponden a los
promedios de los tipos celulares de interés (Ob, OC, Oc), obtenidos en 10 campos de microscopio Optico

diferentes, observados aleatoriamente.

Células Patron Formulacién 1 Formulacidn 3

Osteoblastos  (Ob) 24% 17% 25%
Osteoclastos (OC) 3% 13% 10%
Osteocitos (Oc) 73% 70% 65%
Vasos sanguineos 40% 40% 40%

Inflamatorias Negativo Negativo Negativo
Amarilla Amarilla Rojas

Medula 6sea Roja Roja Acrteriolas

Arteriolas Arteriolas Adipocito
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Los valores de osteoblastos en las muestras control
y con DMAEM son muy similares, sin embargo en
la muestra con DMAEM e hidroxiapatita se observa
una disminucion importante en esta poblacién, pero
a la vez un aumento en el nimero de osteocitos, lo
que podria estar indicando un proceso mas rapido de
diferenciacion celular y por ende de neoformacion
6sea, lo que también se observa en el aumento de
osteoclastos, las células encargadas del recambio
6seo en el remodelado de la matriz 6sea formada
inicialmente.

La diferencia entre medula roja y amarilla es debida
a la presencia de vasos sanguineos en este tejido, en
general se considera que la roja es joven o recién
formada y tiene muchos vasos sanguineos y menos
células grasas (adipocitos), mientras que la amarilla
es una medula mas madura, mas vieja y tiene menos
vasos sanguineos y mas células grasas.

Es de esperarse que el procedimiento quirdrgico que
se realizo para llegar al canal haya ocasionado un
estrés quirdrgico que estimulé la formacién de
medula nueva [34]; en general después del
procedimiento quirdrgico se encuentra la presencia
de medula roja (tejido neoformado), responsable a
su vez de la formacion de nuevas lineas celulares
tanto dseas como hematopoyéticas, pero también se
debe encontrar medula amarilla  (tejido
preexistente); una vez superada la etapa aguda la
medula roja se transformara progresivamente en
medula amarilla. En la tabla 3, Se puede observar
gue hubo presencia de los dos tipos, solo que en la
muestra de cemento sin modificar y en la muestra
con DMAEM e hidroxiapatita predomind la medula
amarilla mientras que en la muestra con solo
DMAEM predomin la roja.

Los resultados mostrados en la tabla 3 corresponden
al dia 28 después de la implantacién, para este
momento ya se super0 la etapa de inflamacion
aguda, situacion que se confirma por la ausencia de
celulas inflamatorias; la presencia de osteoblastos y
osteoclastos indican que la lesion quirdrgica que se
cred todavia estad en proceso de reparacion lo que
explica la presencia tan alta de vasos sanguineos (
40 % en todas las muestras), ya que estos son
necesarios para garantizar el proceso debido a su
papel en el transporte de células, nutrientes y
oxigeno.

De igual manera, vale la pena resaltar que la
ausencia de células inflamatorias (macrofagos y
linfocitos) y la presencia de células responsables de
la reparacion y remodelado éseo como osteoblastos,
osteocitos, y osteoclastos indican la
biocompatibilidad del  material  implantado.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se
puede inferir que el cemento dseo no produjo una
respuesta citotoxica ya que se encuentra rodeado de
hueso neoformado y células dseas.

3.2.1 Formulacién Patrén

En la Figura 5, se aprecian dos cortes histologicos
que muestran el proceso de neoformacion Osea de
una cavidad a la cual se le implanté la formulacién
patrén. En la figura 5(a), se observa el canal
medular (1) rodeado por hueso cicatrizal periférico
(2) y conteniendo la medula dsea (3). Ademas, se
pueden identificar algunas células  dseas,
posiblemente osteoblastos (4) rodeando el canal
medular; identificado con el nimero 5 se encuentra
la zona de la preparacion (zona del defecto 6seo),
donde se implantd el material; en el canal medular
también se identifica medula 6sea amarilla (6) y
algunos vasos sanguineos, marcados con estrellas.

En la figura 5(b) el corte corresponde al hueso
cicatrizal correspondiente a la zona donde se realiz6
la preparacion para implantar el material, se aprecia
cicatrizacion completa del defecto y se diferencian
dos zonas, una marcada con el numero 8
correspondiente a una zona mas antigua y otra
marcada con el nimero 7 que parece corresponder a
un tejido en proceso de remodelado.

3.2.2 Formulacion 1 (5 % DMAEM - 10,5 % HA)

En la Figura 6, se aprecia el corte histologico que
muestra el proceso de neoformacion dsea de una
cavidad a la cual se le implant6 cemento 06seo
acrilico modificado con carga bioactiva y
comonomero alcalin.
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Figura 5. Histologia de la interfaz hueso-cemento 6seo acrilico sin carga y sin comonomero (0% DMAEM-0%
HA).Que muestra el corte del espécimen en la proximidad con el canal medular (A) y a nivel medio (B).

Figura 6. Histologia de la interfaz hueso-cemento dseo acrilico modificado con 10,5% de HA y 5% DMAEM.
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El porcentaje de medula 6sea roja del defecto 6seo
fue alto (70 %), lo cual es bueno puesto que el
aumento del porcentaje de medula roja ayuda a
incrementar la cantidad de células Oseas
(Osteoblastos y Osteocitos). En la proximidad con el
canal medular se identificaron lineas de cemento
gue tienen la funcion de separar las diferentes etapas
de formacion de tejido 6seo.

El porcentaje de osteocitos, es mayor para esta
formulacion que contiene HA que para la que
contiene solo comondmero, lo cual unido a la
observacion de un numero menor de osteoblastos
(17% vs 25%), podrian estar indicando un proceso
de remodelado mas rapido para las muestras a las
gue se les incorpor6 tanto DMAEM como HA.

Con los resultados anteriores y en vista de que no se
encontraron células inflamatorias en la interfaz
hueso-cemento se puede inferir que el cemento éseo
modificado con HA y DMAEM no afectd la
cicatrizacion normal del hueso. Ademas, la masiva
presencia de osteocitos en su cavidad osteocitaria y
de lineas de cemento, dan a entender que el proceso
de cicatrizacion del cemento pudo haber ocurrido
mas rapido en comparacién con los casos anteriores.

3.2.3 Formulacion 3 (5 % DMAEM)
En la Figura 7, se muestra el

proceso de

regeneracion 0sea de una cavidad en la cual se
implantd cemento 6seo acrilico con 5 % de
DMAEM. En esta imagen se observa que la interfaz
donde se ubicd el cemento 6seo (1) se roded
completamente de células dseas (osteoblastos y/o
osteoclastos); ademas, ocurrio el proceso de
cicatrizacion normal del hueso, diferenciandose al
igual que en el caso de la formulacion patron, el
hueso periférico del viejo.

La cantidad de osteoblastos en la periferia de la
muestra con DMAEM fue un poco superior a la de
la muestra control, lo que esta de acuerdo con los
reportes acerca de que la protonacién del grupo
amina en el co-mondémero promueve una mayor
adhesion y proliferacion de las células formadoras
de hueso [18]-[20]. La razdn por la que el aumento
en la cantidad de osteoblastos es tan baja, se puede
atribuir a que los osteoblastos son células
transitorias cuyo valor debe estar elevado en los
momentos iniciales de la cicatrizacion pero
disminuye a medida que el proceso regenerativo
madura debido a su diferenciacion terminal a
osteocitos. En la formulacion no se encontraron
células inflamatorias, razén por la cual se puede
deducir que el cemento 06seo acrilico con
comonémero alcalino es biocompatible al ser
implantado en tejidos 0seos.

Figura 7. Histologia de la interfaz hueso-cemento 6seo acrilico modificada con 5% de DMAEM y sin
Hidroxiapatita.
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Finalmente, a los 28 dias la presencia de
osteoclastos en las tres formulaciones (3 %, 13 %, y
10 %) es normal porque se estd dando la
remodelacién después del proceso inicial de
cicatrizacion dsea, y la proporcion con relacién al
nimero de osteoblastos y osteocitos es adecuada
porque indica que hay mas aposicién que resorcion.
La presencia de osteoclastos es mayor en las 2
formulaciones modificadas que en la patron, lo cual
sumado a valores adecuados para osteoblastos (17 y
25 %) podrian estar indicando un mayor estimulo a
la neoformacion dsea. Se observa también una
presencia de osteoclastos ligeramente mayor en la
formulacion de cemento 1 lo cual se explica por ser
estas las células las encargadas de digerir las
particulas fosfocalcicas [35].

En general para las tres formulaciones estudiadas el
porcentaje de osteoblastos es inferior al de
osteocitos puesto que el proceso de cicatrizacién y
formacion de hueso iniciales ya ha pasado; lo
normal es que en este periodo halla un porcentaje
alto de osteocitos porque son células maduras
derivadas de osteoblastos que quedan atrapados en
sus lagunas dentro de la matriz 6sea calcificada.

4. CONCLUSIONES

Las formulaciones modificadas en la fase liquida o
sOlida, mostraron propiedades bioactivas en
condiciones in vitro e in vivo a diferencia de la
formulacion sin modificacion (patron), en la cual no
se evidencié presencia de formacion de capa
apatitica sobre su superficie en condiciones in vitro,
y se presentd una menor actividad de las células
formadoras de hueso (osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos).

Los resultados en condiciones in vitro, muestran que
la adicion de DMAEM aumentd en menor grado la
bioactividad de los cementos Gseos en comparacion
con la adicién de HA.

Los resultados in vivo demuestran que el cemento
6seo modificado con 5 % de DMAEM en la fase
liquida y 10,5 % de HA en la fase solida presenta
mayor bioactividad comparada con las otras
formulaciones, ya que acelera el proceso de
cicatrizacion del defecto 6seo generado en la tibia
de los biomodelos.

Por su buen comportamiento bioactivo tanto in vitro

como in vivo, las formulaciones estudiadas en este
trabajo son susceptibles de ser empleadas en la
fijacion de prétesis ortopédicas y/o dentales.
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