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Estudio experimental de la aplicacion y biocompatibilidad de
un nuevo cemento 6seo de baja toxicidad
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B. Vazquez Lasa*, J. San Roman del Barrio*, F. de Paula Collia Fernandez

Introduccion

Las aminas aromadticas terciarias son actualmente
utilizadas como activadores en el proceso de curado
de los cementos 6seos acrilicos'. Las formulaciones
comerciales de cementos 6seos acrilicos contienen
usualmente N,N-dimetil-4-toluidina (DMT), en una
concentracién que varia entre 1.5 y 2.5% p/p, como
activador en la polimerizacién del mondémero de
metilmetacrilato (MMA) iniciado por el peréxido de
benzoilo (BPO)?. La toxicidad del sistema de inicia-
cion amina/BPO estd relacionada con la movilidad de
la amina. Se ha objetivado pequefias cantidades de
amina DMT en cementos curados tras su almacena-
miento, o tras un periodo de implantacion de los mis-
mos’. Boschet al. demostraron la presencia de canti-
dades que varian entre 0.05 y 0.71% p/p en cementos
implantados durante 2.5-10 afios. Otros estudios**®
reportaron un contenido promedio de aminas aromati-
cas en cementos 6seos acrilicos de 0.1-0.5% p/p. Por
otra parte, las aminas aromdticas son compuestos de
bajo peso molecular, por lo que pueden liberarse del
cemento a los tejidos de alrededor?®. Stea’ et al. anali-
zaron la liberaciéon de DMT mediante cromatografia
liquida y demostré que hay una correlacién entre la
cantidad de DMT liberada y los efectos citotéxicos
sobre la replicacion celular. Ademds, la DMT provoca
alteraciones cromosémicas® e inhibe la sintesis proteica
interfiriendo en el proceso de mineralizacion®.

Por tanto, la biisqueda debe ir encaminada ha-
cia aminas terciarias, como aceleradores del proceso
de la polimerizacién, que sean menos téxicas, que pro-
porcionen una temperatura pico sensiblemente inferior
a la que se obtiene con las formulaciones comerciales
y que su liberacién al medio sea escasa, sin que se afec-
ten las propiedades mecdnicas de los cementos 6seos.
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Estudios recientes han aportado la aplicacién de
algunas aminas aromdticas terciarias con reducida toxi-
cidad® para el proceso de curado de cementos 6seos
acrilicos'.

En este trabajo se estudia la compatibilidad tisular
in vivo de un cemento 6seo acrilico formulado con una
amina de reducida toxicidad, la 4.,47bis-
dimetilaminobenzidrol (BZN). Esta amina es un com-
puesto comercial y ha sido elegida debido a su simili-
tud desde el punto de vista estructural al violeta de
genciana, el cual posee propiedades antisépticas. La
finalidad del estudio ha sido la caracterizacién de una
nueva amina activadora para el curado de cementos
oseos acrilicos, la caracterizacion de los cementos cu-
rados con la nueva amina, y el andlisis histolégico de
su biocompatibilidad basado en las directrices pautadas
por la Norma Espafiola UNE-EN ISO 10993-1, con
los objetivos de: definir la respuesta celular
inflamatoria, tanto aguda como crénica, sobre tejido
conectivo y sobre tejido 6seo; evaluar los efectos toxi-
cos locales sobre los tejidos y determinar la
neoformacién ésea producida con las distintas
formulaciones.

Material y métodos

La amina de toxicidad reducida incorporada en este tra-
bajo es la 4,4 -bisdimetilaminobenzidrol (BZN) (Sigma), que
se ha empleado sin purificar, al igual que la amina del ce-
mento 6seo control, la N,N-dimetil-4-toluidina (DMT)
(Merck).

Se evalud la toxicidad aguda del nuevo activador com-
pardndolo con la DMT, se analiz6 con ratones machos de
raza SPF-NMR1 de peso 2513 gr (cada animal se pesé de
forma individualizada para calcular la cantidad real admi-
nistrada). Se administraron en la vena caudal del ratén solu-
ciones salinas de los correspondientes clorhidratos, debido
ala escasa solubilidad de estas aminas en medio salino acuo-
so. La dosis letal promedio y la curva fue calculada median-
te un andlisis probit programado (Finney) desde el porcen-
taje de animales muertos, observados durante el periodo de
siete dias tras la administracion®.

Para analizar la citotoxicidad de ambas aminas, tanto
el control, como la experimental, se incubaron leucocitos
polimorfonucleares de peritoneo de rata con los distintos
compuestos a ensayar (DMT y BZN). Este estudio estd ba-
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sado en la reaccion bioquimica de transformacién de piruvato
en lactato, catalizada por la lactatodeshidrogenasa (LDH)
en presencia de NADH como cofactor . Dependiendo de
la actividad citotéxica de la amina afiadida al medio de cul-
tivo (DMT o BZN), se liber6 al medio mayor cantidad de
enzima LDH. Esta LDH convirtié los substratos en lactato
y NAD*. La desaparicion de NADH se midi6
espectrofotométricamente. Como control, se utilizaron cé-
lulas incubadas en el disolvente (dimetilsulféxido, DMSO),
y como control de mdxima ruptura se utilizaron células tra-
tadas con detergente (Triton).

La actividad antimicrobiana se ensayé bien en me-
dio de cultivo Mueller Hinton (Difco) con bacterias
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus
aureus) o en YED con Candida albicans. La incubacion se
hizo a 37°C en todos los casos.

Los ensayos de dilucién de micro-cultivos se realiza-
ron en microplacas de 96 pocillos con 90ml. del medio y
10ml. del inéculo en cada pocillo. Se prepararon diluciones
por duplicado de cada compuesto en cada fila de pocillos,
con un intervalo de concentracién de 5% a 0,02% (p/v). Se
incluy6 el DMSO en una fila en un intervalo de concentra-
ciones de 10% a 0,04% (v/v), y una fila se dej6 tinicamente
con medio para ser tomada como control positivo. El tama-
flo del indculo se ajustd por espectrofotometria a una densi-
dad 6ptica (DO) de D0550=0,02, correspondiendo auna den-
sidad de 2¥10° céls./ml. Se afiadieron 10ml. de inéculo a
cada pocillo y las placas se incubaron durante 24 h. LaDO_,
se determind después de cada incubacién usando un scan-
ner de microplacas (Organon Teknika, modelo 510), y la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se definié como la
dilucién que provoca una reduccién del 80% de la densidad
Optica con respecto al control positivo®.

ELABORACION Y CARACTERIZACION DEL CE-
MENTO CURADO CON LA NUEVA AMINA

El cemento experimental fue preparado afiadiendo el
componente liquido al componente sélido a temperatura
ambiente. La relacion sélido-liquido fue de 2:1 en todos los
casos. El componente sélido consistié en perlas de PMMA
a las que se afiadi6 el iniciador BPO en una concentracién
de 1,5% p/p con respecto a la fase sélida en todos los casos,
la cual estd en el intervalo de concentraciones (0,75-2% p/
p) usadas en los cementos dseos comerciales. Como agente
radiopaco se afiadi6 di6xido de zirconio (ZrO,) en una con-
centracion del 10% p/p con respecto a la fase s6lida. El com-
ponente liquido consistié en MMA al que se afiadi6 el BZN,
a una concentracién de 1% p/p con respecto a la fase liqui-
da.

Para la preparacion de los cementos 6seos se verti6 el
contenido liquido en un recipiente estéril, donde previamente
se colocé el componente sélido. Se removieron lentamente
los dos componentes hasta conseguir una mezcla completa
a una frecuencia de 30-40 batidas por minuto. La mezcla,
inicialmente se encuentra en un estado semiliquido, pasan-
do posteriormente, al cabo de unos 2-3 min. aproximada-
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mente, a un estado pastoso, estado en el que el cemento puede
moldearse para su posterior aplicacion.

ANALISIS DE LOS PARAMETROS DE CURADO

Los parametros de curado, esto es, el tiempo de fragua-
do y la temperatura mdxima que alcanza la masa
reaccionante, se determinaron de acuerdo a la norma ASTM
F451-86'%. La variacion de la temperatura de esta masa con
el tiempo se registré de forma automatica por medio de un
termopar conectado a un medidor de temperatura de alta
sensibilidad. Para ello se utiliz6 un molde de Tefl6n cilin-
drico de 10 mm. de didmetro y 15 mm. de altura, que repro-
duce las condiciones del molde descrito en la norma ASTM
mencionada. El termopar se introdujo en el centro de la masa,
localizado a 5 mm. del fondo del cilindro de Teflon. Se mi-
dié el tiempo desde el comienzo de la mezcla registrandose
la temperatura del sistema cada 5 seg. durante 30 min. Las
exotermas de polimerizacién se registraron a 25°C.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
MONOMERO RESIDUAL

El contenido global de monémero residual (%Mr) en
muestras de cemento después de una hora de reaccién a 37°C
se determind por medio de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén, 'H RMN. Los espectros de
resonancia fueron registrados a temperatura ambiente utili-
zando cloroformo-d, como disolvente y tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna en un espectrofotémetro
VARIAN VXR-300 operando a 75,5 MHz.

Para la caracterizacion de los espectros de resonancia
se tuvieron en cuenta las referencias bibliograficas' y, a partir
de ellas, el porcentaje de mondmero residual en las mues-
tras se calcul6 utilizando la siguiente expresion:

%Mr= (1,5 A/A,) x 100

donde A, es la media de’la integral de la senal corres-
pondiente al grupo metoxilo, A, es el valor medio de la inte-
gral correspondiente a los grupos vinilicos y 1,5 es un factor
que relaciona el nimero de protones en la region vinilica
(dos) con los correspondientes a los del grupo metoxilo (tres).

DETERMINACION DEL CONTENIDO RESIDUAL
DE AMINA

Para la determinacién de la concentracion residual de
la amina BZN en el cemento formulado en este trabajo se
utilizaron muestras trituradas y se sometieron a extraccion
en etanol a temperatura ambiente durante 10 dias. La libera-
cion de la amina terciaria con el tiempo (9 dias, 3 y 6 meses)
fue seguida en solucién salina (0,9% p/v) por inmersion de
muestras en forma de pelicula (3¥1 cm?) de 0,5 mm. de es-
pesor, prepardndose cementos con concentracion de aminas
equimoleculares, correspondiendo a un 0,5% p/p de DMT y
1% p/p de BZN. La determinacién cuantitativa de
activadores en solucién salina o en etanol, se llev) a cabo
mediante espectroscopia UV midiendo la intensidad del pico
al =240 nm para DMT y 260 nm para BZN.

max.
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ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD

En este trabajo se han llevado a cabo los ensayos des-
critos en la Norma ISO-10993-6" que corresponden a la
implantacién en tejido muscular a corto plazo con un perio-
do mdximo de 8 semanas, y los que corresponden a la im-
plantacién en tejido 6seo a largo plazo con un periodo maxi-
mo de 24 semanas.

1. Estudio de la respuesta histolégica del tejido
conectivo:

El estudio histoldgico sobre el tejido conectivo se
llevé a cabo, mediante la implantacién, en la musculatura
dorsal de la rata, de varillas de cemento 6seo curado in vitro
preparado con los activadores DMT y BZN. Las varillas de
cemento son cilindros de 15 mm. de longitud y 3 mm. de
didmetro.

Se utilizaron 10 ratas hembras de la raza Wistar, todas
ellas con un peso aproximado de 250-300 gr. Los animales
fueron divididos en dos series de 5 ratas cada una de ellas de
acuerdo al cemento utilizado. El procedimiento quirtdrgico
se llevé a cabo mediante una incision cutdnea longitudinal,
de aproximadamente 0,5 cm., sobre el flanco izquierdo del
animal. Por esta incisién se introdujo una canula de 3,5 mm.
de didmetro hasta el musculo dorsal. A través de dicha ca-
nula, se colocaron de forma intramuscular las diferentes
varillas de cemento 6seo.

Una vez cumplidos los periodos de tiempo estipula-
dos, se pasé al sacrificio de lcs animales mediante sobredosis
de éter etilico. Posteriormente, se procedio a la inclusion de
las muestras del tejido que rodea el material en parafina
durante 24 h., segtin técnica habitual al punto de fusién de
53°C. Las muestras incluidas en parafina se seccionaron con
un microtomo manual (Minot-Leniz), obteniéndose cortes
de 6 micras de espesor.

Las secciones obtenidas de las piezas incluidas en pa-
rafina se tifleron con Hematoxilina-Eosina, segtin técnicas
convencionales, mediante sucesivos pases en xilol y alco-
hol de distinta graduacién, para su desparafinacién y deshi-
dratacion.

2. Estudio de la respuesta del tejido oseo

Para estudiar la respuesta del tejido 6seo se procedio a
la implantacién del cemento en su estado pastoso en la cavi-
dad medular de la epifisis y diafisis del fémur de conejo. Se
utilizaron un total de 20 conejos adultos hembras de la raza
Nueva Zelanda de peso medio 3,820 Kg (3,450-4,260 Kg),
y una edad de tres meses al comienzo del estudio, y se sub-
dividieron en dos series de acuerdo a la formulacién utiliza-
da en cada una de ellas. La insercién de cada formulacién se
llevé a cabo en ambos fémures del animal. Cada serie se
subdividi6 en cinco grupos de acuerdo a la fecha de sacrifi-
cio de los mismos.

Se seleccioné como drea idénea para la implantacién
del cemento el nivel metafiso-epifisario distal del fémur del
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conejo, para conseguir que toda la superficie del implante
quede rodeada de tejido éseo. Se utilizé el mismo método
anestésico, cuidado antiséptico y técnica quirtrgica en to-
das las intervenciones. Simultdneamente a la anestesia se
realiz6 profilaxis antibidtica con la asociacién de penicilina
(240000 UI) y estreptomicina (300 mg) por via IM, segiin
protocolo.

Se accedi6 al drea seleccionada mediante via de abor-
daje latero-externa, se practicé una incisién cutdnea en la
cara lateral, desde el borde lateral de la rétula en sentido
oblicuo y ascendente, se incidi6 el tabique intermuscular y
se desperiostiz0 el drea seleccionada para la colocacién del
implante, desde el epicondilo lateral hasta el tercio medio-
distal de la diafisis.

Con ayuda de un pequeiio punzon de 3 mm. se marco e
inicio el punto de entrada de la broca. Seguidamente, se uti-
liz6 una broca de 3,2 mm. montada en motor de bajas revo-
luciones para perforar el hueso en todo su espesor. Se pro-
cedi6 de igual forma en la cara externa del tercio distal de la
diéfisis femoral.

A continuacioén, se procedié a la preparacién del co-
rrespondiente cemento 6seo cuando la mezcla adquiri6 una
consistencia pastosa, se introdujo en una jeringa de 10 ml
previa la extraccién de su émbolo. Posteriormente, ayudado
por la cdnula intravenosa se introdujo la mezcla en los de-
fectos dseos efectuados en el fémur del conejo. Taponados
los dos orificios, se esper6 aproximadamente unos 10 minu-
tos para permitir el fraguado completo del cemento (Figura

1).

Los implantes se siguieron radiolégicamente, median-
te una proyeccién anteroposterior a dos intervalos de tiem-
po, 4 y 24 semanas. Las imagenes radioldgicas se obtuvie-
ron con un aparato MAMMODIAGNOSTUC (Philips).

Cuando los animales cumplieron sus periodos de ensa-
yo, se sacrificaron mediante inyeccién de Pentotal®, se ais-
laron sus fémures, se procedi6 a su limpieza de partes blan-
das y posteriormente se tomaron porciones diafisarias de
hueso que portaban el cemento.

Las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%, y
asi se conservaron hasta el momento de su decalcificacion,
la cual, se llevo a cabo por medio de la técnica de formol
nitrico (950 ml de formol al 10% y 50 ml de 4cido nitrico)
previo a la inclusién en parafina durante 24 h. por el método
habitual. Posteriormente, se realizaron cortes transversales
de las muestran por las diferentes zonas de estudio, diafisaria,
metafisaria y epifisaria, incluyendo estas secciones de nue-
vo en parafina. Estas, se seccionaron con un microtomo
manual (Minot-Leniz), obteniéndose cortes de 6 micras de
espesor. Las secciones obtenidas de las piezas incluidas en
parafina se tifieron con Hematoxilina-Eosina, segtin técni-
cas convencionales, mediante sucesivos pases en xilol y al-
cohol de distinta graduacién, para su desparafinacién y des-
hidratacion.
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Resultados

Evaluacion biolégica de las aminas

La toxicidad aguda se midi6 mediante la
cuantificacion de dosis letal de ratones, cuyos resulta-
dos fueron: LD50 (mg./Kg.): DMT =75,80 (64,10-
89,00) y para el BZN = 271,39 (236,78-311,07). Di-
chos resultados indicaron que el BZN presentd una
LD, 3,58 veces mayor que el control DMT bajo las
mismas condiciones experimentales, es decir,
estadisticamente es necesario administrar una dosis
3,58 veces mayor de BZN que de DMT para alcanzar
el 50% de mortalidad de los animales tratados.

Igualmente, resulta interesante el andlisis de la
mortalidad dependiente de la dosis. La grafica | mues-
tra el diagrama obtenido del andlisis de los datos para
los tres indices de mortalidad considerados (16, 50 y
84% de mortalidad). Los diagramas dan una idea clara
del intervalo de dosis necesaria para incrementar la
mortalidad de 16 a 84%. Mientras que para la DMT, el
intervalo es s6lo 60 mg./Kg., la amina BZN representa
un intervalo de 100 mg./Kg. bajo las mismas condi-
ciones experimentales.

La citotoxicidad de la DMT aumentd con la
concentracion, alcanzando el nivel de 52,5% (con res-
pecto a Triton X-100 usado como control) cuando la
concentracion de la DMT es 1,0 M. Sin embargo, la
citotoxicidad de BZN no cambi6 de forma apreciable
con la concentracion, alcanzando niveles menores del
35% para todas las concentraciones estudiadas. (0,1,
0,5y 1 M). (Gréfica 2)

El poder antimicrobiano de los diferentes com-
puestos, de acuerdo al protocolo aplicado, se incremen-
ta cuando los valores de CMI disminuyen. Desde un
punto de vista comparativo, es probablemente mejor
analizar el intervalo de valores obtenidos para las rela-
ciones DMT/BZN. En este sentido, los resultados
muestran que, contra las bacterias Gram negativas el
BZN es 2 veces mads activo que la DMT. Igualmente,
los resultados obtenidos para las bacterias Gram posi-
tivas son muy interesantes, ya que proporcionaron un
incremento en la actividad de 8 veces mayor para el

CMI en concentracion molar ~ Relacién relativa

DMSO DMT BZN DMT/BZN
E. coli 0,704 0,185 0,0926 2,00
P. aerug. 0,704 0,185 0,185 1,00
S. aureus 0,704 0,185 0,023 8,04
C. albicans 1,408 0,185 0,023 8,04
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caso del BZN. De la misma manera, se observo que
para la Candida albicans el BZN es mds activo que
DMT.

Caracterizacion del cemento curado con la
nueva amina

PARAMETROS DE CURADO

En la siguiente tabla se puede observar que el
nuevo activador da lugar a exotermas con una tempe-
ratura pico inferior al control, asi como un incremento
en los tiempos de manipulacién y de fraguado, aunque
todos ellos siguieron las especificaciones estandar'.

DMT BZN
T# pico (°C) [S.D.] 83,0 [1,5] 74,7 [0,56]
t. de fraguado (min.) [S.D.] | 10,2 [0,10] 10,5 [0,14]

CONTENIDO DE MONOMERO RESIDUAL

A continuacién se detallan los valores de
mondmero residual obtenidos con la formulacién ex-
perimental comparados con la amina del cemento co-
mercial. Se observd que el porcentaje de monémero
residual es independiente del tipo de activador usado.
Por tanto, podemos considerar que la efectividad del
sistema BPO/BZN, iniciador de la polimerizacién ra-
dical de PMMA, es similar a la del sistema BPO/DMT
utilizado en los cementos éseos comerciales.

DMT BZN

Contenido de mondmero residual
(%peso) [S.D.]

1,9 [0,25] 2,5[0,46]

CONTENIDO RESIDUAL DE AMINA Y DE SU LI-
BERACION EN SOLUCION SALINA

Se ha obtenido una concentracion residual de
0,20% p/p para la DMT, lo que significa una reduc-
cién del 60% con respecto a la concentracion inicial.
La concentracién residual de BZN fue de 0,66% p/p,
lo que implica un 34% de reduccién con respecto a la
concentracion inicial. Esto revela la capacidad de la
nueva amina para participar en la reaccién de
polimerizacién y ser incorporada en el cemento.

Por otra parte, con relacion a la liberacion de la
amina en solucién salina se obtuvieron resultados
detectables a 3 y 6 meses pero no después del periodo
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inicial de nueve dias, y la concentracién de la amina
en el medio no cambi6 después de los tres meses. Es-
tas concentraciones fueron de 24 ppm para DMT y 15
ppm para BZN. Por lo tanto, el contenido de amina
aromadtica liberado en solucién salina fue considera-
blemente inferior para el cemento formulado con el
nuevo activador que para el cemento control que con-
tenfa DMT.

Respuesta histolégica del tejido conectivo

Después de cuatro semanas de implantacion, en
ambos casos, se ha observado en el tejido que rodea al
implante la formacién de una membrana fibrosa in-
filtrada por leucocitos polimorfonucleares, macréfagos
y eosindfilos. No se aprecia, igualmente, zonas de
necrosis alrededor del lugar ocupado por el material,
como es de esperar debido a la implantacion del ce-
mento curado “in vitro”.

A las ocho semanas de la implantacién la mem-
brana de tejido conectivo laxo ha progresado hasta con-
vertirse en una verdadera membrana, facilmente reco-
nocible, rica en fibras de colageno perfectamente orien-
tadas, y que forman una pseudocédpsula alrededor del
implante. Se aprecian abundantes fibrocitos entremez-
clados entre las fibras de coldgeno. El componente
celular inflamatorio visto en las etapas iniciales, ha dis-
minuido, pero aun se aprecian eosinéfilos, algtin
macréfago y de forma caracteristica algunas células
cebadas, que traducen el mecanismo de defensa intrin-
seco del tejido conectivo. Del mismo modo que en las
etapas previas, no se observan grados de necrosis en el
tejido que rodea al material. Tampoco se aprecia dife-
rencia alguna en cuanto a la respuesta tisular entre los
dos tipos de formulaciones ensayadas.

Por tanto, los cambios producidos sobre las partes
blandas dependen de la duracién del implante, obser-
vando que se produce un notable aumento del tejido
fibroso, que empieza siendo un tejido laxo, para con-
vertirse en un tejido denso regular.

Respuesta histologica del tejido 6seo

Se ha estudiado la respuesta del tejido 6seo a la
implantacién de las formulaciones en estado pastoso
para la polimerizacién de las mismas en la cavidad
endomedular del fémur durante un periodo entre dos
dias y 24 semanas. Durante este tiempo ninguno de los
animales mostré signos de infeccién en el area del im-
plante.

Las preparaciones histoldgicas de la serie de ani-
males sacrificados a 1-2 dias, en los dos tipos de
formulaciones ensayadas, muestran en primer lugar la
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presencia de unas zonas de necrosis celular préximas
a los restos de cemento 6seo, compatible con una
necrosis térmica o quimica en la cavidad medular. La
etiologia de esta necrosis no puede ser claramente de-
finida. Se aprecian ntcleos celulares picnéticos o frag-
mentados, englobados en una sustancia eosinéfila
amorfa. Asi mismo, se observa una clara delimitacién
de estas zonas necréticas con el resto de tejido. Se ob-
servan restos del material ensayado, pudiendo apre-
ciar la fluorescencia que presentan los restos de mate-
rial en comparacién con el tejido adiposo medular.
Alrededor de estos restos de cemento se ven leucocitos
polimorfonucleares (neutréfilos), que traducen la res-
puesta inflamatoria aguda reactiva a la agresién que se
ha producido. No se encontraron diferencias aprecia-
bles en la respuesta inflamatoria aguda entre las dos
formulaciones. En zonas mds alejadas de los restos de
material, se observa un abundante infiltrado de células
mononucleares, representadas fundamentalmente por
eosindfilos, linfocitos, células plasméticas y
macréfagos. El tejido 6seo propiamente dicho presen-
ta, en las trabéculas medulares, procesos de
osteosintesis demostrados por la presencia de una ma-
triz 6sea atin no mineralizada u osteoide. Esta distri-
bucion se aprecia claramente en las superficies opues-
tas a donde se evidencian los restos del material de
ensayo (Figuras 2 y 3).

El estudio histolégico en el periodo de dos sema-
nas refleja escasas modificaciones con respecto al pe-
riodo anterior en cuanto a las zonas de necrosis celular
y a la respuesta inflamatoria producida. No ocurre lo
mismo con la neoformacién dsea, pues ésta comienza
a intensificarse de forma notable, traduciendo el co-
mienzo de la fase de reparacién. La formulacién que
contiene BZN presenta claramente una mayor reaccion
osteogénica consistente en la neoformacién de
trabéculas dseas en relaciéon con el sistema
circunferencial interno en la diafisis.

A las cuatro semanas se observan restos necroticos,
en menor cantidad que en el periodo anterior, lo que
traduce el proceso de reabsorcién llevado a cabo por
los macrofagos. La respuesta inflamatoria continta su
proceso reparativo, pasando a observarse mayor canti-
dad de macréfagos y células gigantes multinucleadas
como células fundamentales que rodean los restos de
los dos tipos de cemento. En cuanto a la neoformacién
Osea, es de destacar la importante diferencia encontra-
da a las cuatro semanas en el caso del cemento formu-
Jlado con BZN. Este presenta una mds rapida y mayor
neoformacién, caracterizada por la presencia de un ri-
bete eosindfilo mas abundante que traduce el deposito
de osteoide. Esta neoformacion ésea adquiere la ca-
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racteristica morfolégica de englobar los restos de ma-
terial.

La respuesta histolégica después de 12 semanas
de implantacién puso de manifiesto que el proceso es
similar y continta la misma dindmica descrita previa-
mente, esto es, aun se siguen viendo restos necréticos
con los dos tipos de cementos, si bien algo menos mar-
cada para el caso del cemento formulado con BZN, lo
que indirectamente traduce la mayor neoformacién
6sea que se produce en el grupo ensayado con este ce-
mento experimental. LLa mayor diferencia se encuen-
tra en la neoformacién ésea que se con cemento dseo
formulado con BZN. Se puede observar la gran proli-
feracion de trabéculas dseas en relacién con el implan-
te de cemento. Este nuevo tejido 6seo se estd forman-
do por aposicién de ldminas de osteoide.

Por tltimo, en el periodo de 24 semanas, la res-
puesta histolégica sigue la misma tendencia que la
observada en periodos precedentes. La formacién dsea
que se aprecia en el grupo tratado con cemento experi-
mental formulado con BZN demuestra la confluencia
de las trabéculas 6seas, sobre todo en la diéfisis, de tal
forma que el espesor de hueso neoformado es mas no-
table que con la otra formulacién estudiada (Figura 3
y 4). En ésta, las trabéculas dseas no estan tan defini-
das, encontrandose menor confluencia de las mismas.
Esta disposicién laminar del tejido neoformado es un
reflejo de los patrones de fuerza que experimenta el
fémur del animal.

Discusién

Las desventajas bioldgicas del cemento éseo con-
vencional estan bien establecidas. Se sabe que produ-
ce necrosis en el tejido 6seo e impide el flujo sangui-
neo al mismo'>'® siendo atribuido esto a su alta tempe-
ratura de polimerizacién'” y a la liberacion de com-
puestos de toxicidad quimica durante su fraguado in
vivo'®1. Teniendo en cuenta estos factores, la finali-
dad del presente trabajo ha sido el mejorar la respuesta
biol6gica al cemento dseo, utilizando una nueva amina
para el proceso de curado, sin afectar las propiedades
mecanicas del mismo. Para ello, y de acuerdo a la Nor-
ma IS0, se ha estudiado la toxicidad que muestra esta
nueva amina y su actividad antimicrobiana, asi como
los parametros de curado, el contenido de mondémero
residual, el contenido residual de la amina y su libera-
cion al medio en el cemento formulado con la misma.
Del mismo modo, se ha estudiado el comportamiento
del cemento experimental preparado con el nuevo
activador en cuanto a sus propiedades mecdnicas. Por
ultimo, se ha evaluado la biocompatibilidad que ha
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presentado, tomando como respuesta control la produ-
cida por el cemento comercial CMW, (DePuy).

Hay numerosos estudios acerca de la
citotoxicidad de los cementos Gseos comerciales®?!,
pero pocos se han encontrado que traten de forma es-
pecifica de la toxicidad de los activadores. Es por esto,
que la introduccién de las nuevas aminas necesita de
unos estudios de toxicidad de las mismas.

Con cada una de las observaciones y los resulta-
dos obtenidos se puede predecir que cemento serd mas
efectivo y que ventajas fisicas y bioldgicas puede su-
poner este tipo de implante. Uno de los problemas mas
relevantes de la formacién del cemento es la toxici-
dad, se piensa que esta directamente relacionada con
la elevada temperatura de polimerizacién que también
estd relacionada con el tiempo de fraguado. Cuanto
menor sea la temperatura menor serd el tiempo de fra-
guado y habrd menor liberacion de monémero resi-
dual y asi menor toxicidad. Ademds dicha temperatura
parece que también implica un aumento de tejido da-
flado y de respuesta inflamatoria, lo que supone un
aumento en el niimero de macréfagos y células gigan-
tes. La presencia de macréfagos en la interfaz cemen-
to-hueso ya fue descrita por Charnley en 1970, consi-
derando que es una respuesta directa al cemento®. Pero
Freeman, menos optimista, interpreta dicha respuesta
como la evidencia de la “respuesta tisular’” al PMMA™,

Otra de las caracteristicas a resefiar en la respues-
ta tisular a la implantacién intradsea, es la temprana
neoformacién ésea, Charnley lo interpreta como teji-
do éseo que estd siendo desmineralizado®. Lintner® y
Delling®® interpretaron este hallazgo como una sefial
de mineralizacién alterada debido a los efectos toxi-
cos del cemento ¢seo. En cualquiera de los casos, en
este trabajo se ha demostrado la neoformacién Gsea
por aposicion en los dos tipos de formulaciones, sien-
do de mayor intensidad y de mayor rapidez con el ce-
mento ensayado con BZN, observando hueso viable
en aposicion directa a los restos de material, sin inter-
posicién de fibrocartilago.

Por tanto, el estudio histoldgico sobre el tejido 6seo
ha mostrado que la reaccién celular al cemento experi-
mental formulado con BZN no es diferente de la en-
contrada con el cemento 6seo control (CMW,), no ha-
biendo encontrado diferencias histologicas éignifica—
tivas en la necrosis producida alrededor del material.
Pero no ocurre lo mismo en lo referente a la
neoformacién 6sea, donde se ha observado marcadas
diferencias de la formulacion ensayada con la amina
BZN. Destaca la temprana neoformacion 6sea, que
comienza a observarse en el periodo de 1-2 dias, con-
tinuando de forma progresiva. A las 4 semanas ya se
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detecta aposicion 0sea con su ribete de osteoide. Estas
caracteristicas histolgicas sugieren una marcada acti-
vidad celular, mas notable en el caso del cemento for-
mulado con BZN. A un periodo mayor, la neoformacién
6sea adquiere la caracteristica formacién lamelar. Este
proceso ocurre de forma mds marcada y més répida,
igualmente, con el cemento BZN, englobando los res-
tos de material y adquiriendo la disposicion caracte-
ristica de los sistemas de Havers, con el hueso laminar
circunferencial conteniendo los osteocitos en sus la-
gunas, conectadas entre ellas por los canaliculos.

Estudio experimental de la aplicacion y bioconpatibilidad de un nuevo cemento dseo

En la corta etapa de estudio de implantes de ce-
mentos ¢seos atin no podemos evidenciar aunque si
predecir buenos resultados a largo plazo. Los nuevos
implantes que se estdn utilizando en estudios experi-
mentales?’® presentan propiedades radioactivas lo que
nos permite visualizarlos para estudiar la evolucién del
implante. Asi con el paso de los afios podremos esta-
blecer las caracteristicas de cada implante para cada
persona obteniendo cada vez resultados méds benefi-
ciosos para la mejora de la calidad de vida.
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Grdfica 1. Relacion entre los porcentajes (16%, 50% y 84%) de mortalidad de aminas terciarias determinada por
inyeccion intravenosa en ratones de una sola solucion salina al 5% de los correspondientes clorhidratos
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Grdfica 2. Efectos de DMT'y BZN sobre la integridad de leucocitos polimorfonucleares, medidos en términos de enzima
lactatodeshidrogenasa liberada. Los resultados muestran la lisis celular promedio (%) con respecto a Tritén X-100
tomado como control
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Figura 1. Introduccion del cemento
oseo en la epifisis femoral

Figura 2. Grupo tratado con BZN (1-2 dias) Trabénculas dseas con frentes de osificacion traducidos por la preséncia de
una matriz éseano mineralizada u osteroide en la region epifisiana femoral. H/E (4x). Figura 3. Grupo tratado con BZN
(1-2 dias). Microfotografia de fluorescencia a mayor aumento (20x) que muestra la marcada fluorescencia del tejido
dseo en comparacion de la matriz ésea no mineralizada, con una menor fluorescéncia

Figura 4. Grupo tratsdo con BZN (24 ss). Didfisis femoral — Figura 5. Microfotografia de fluorescencia (20x) donde se

mostrando la disposicion laminar que adquiere la aprecia la marcada fluorescencia del tejido éseo
formacion ésea, con lagunas conteniendo los osteocitos neoformado. Adipocitos medulares que no presentan
H/E (20x) Sfluorescencia
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