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Introduccién

1. INTRODUCCION

El desarrollo de matrices poliméricas como nuevos sistemas de cesion control ada de farmacos
parasu aplicacion en tratamientos 6seos ha sido desde hace yavarios afios uno de lostemas de estudio
dd equipo de investigacion en @ que me integré tras findizar mis estudios de licenciatura. La
experiencia de este equipo de investigacion en esta linea se encontraba ya avalada por distintos
proyectos de investigacion de financiacion publica, que conjuntamente con la beca de investigacion
predoctoral Complutense que he disfrutado en los Ultimos afios han permitido € desarrollo de la

presente Tesis Doctoral.

Inicialmente esta linea de investigacion centré su interés en e estudio de los cementos
0seo0s acrilicos més frecuentemente utilizados en cirugia ortopédica. Pero debido a que las
compahias comerciales proveedoras de estos cementos 0seos acrilicos no proporcionaban ningdn
tipo de informacion acerca de sus caracteristicas farmacotécnicas y biomecanicasy puesto que esta
informacion era necesaria para su posterior optimizacion se comenzd redizando un completo
estudio de estas caracteristicas que dio como resultado la publicacién y defensa de mi Memoria de

Licenciatura

Una vez realizada una completa caracterizacion farmacotécnica y biomecénica de los
cementos 6seos acrilicos, se procedié d desarrollo de diferentes formulaciones modificadas de
cementos de polimetiimetacrilato (PMMA). Esta modificacion se basd en la incluson de
excipientes hidrosolubles favorecedores de la formacion de poros y candes para asi megjorar la
liberacion de los principios activos incluidos en dichos cementos. El principio activo mas
ampliamente utilizado para la prevencion y € tratamiento de infecciones Oseas tras las
intervenciones quirdrgicas ortopédicas en este tipo de formulaciones es e antibidtico sulfato de
gentamicina. El andlisis cuantitativo espectrofotométrico de este antibiotico requiere @ empleo de
una técnica de derivatizacion complicada (con tiempos de reaccién de 30 minutos) anterior a la
lectura espectrofotométrica ya que dicho compuesto no tiene absorbancia ni en la region
ultravioleta, ni en la visble. Con la ayuda de esta técnica se redizaron los correspondientes
estudios de cesion previos a la caracterizacion farmacotécnica, mecanica y toxicoldgica de estos

cementos modificados.

El hecho de que varias de las propiedades que presentaron estas formulaciones no fuesen
Optimas, entre las que cabe destacar |a no biodegradabilidad de estos materiaes, encaminé a este
grupo de investigacion hacia la busgueda de otras posibles aternativas que permitiesen € empleo
de polimeros biodegradables y biomateriales osteointegrables. Con este objetivo se desarrollaron y
caracterizaron comprimidos de implantacién, microesferas y pastas hidrofilicas de hidroxiapatitas.



I ntroduccion

1.1. OBJETIVO

El objetivo de la presente Tesis es la optimizacion de cementos 6seos mediante la
modificacion de sus caracteristicas farmacotécnicas y la blisqueda de otras posibles alternativas que
permitan & empleo de polimeros biodegradables y biomaterides osteointegrables, tales como
comprimidos de implantacion, microesferas y pastas hidrofilicas de hidroxiapatitas.

1.2. PLANTEAMIENTO

1. Formulacion mediante un disefio de experiencias de cementos 6seos modificados
incluyendo digtintas  proporciones de moduladores de cesion (lactosa e
hidroxipropilmetilcelulosa) asi como diferentes proporciones de sulfato de gentamicina

2. Caracterizacion farmacotécnica de cementos 6seos acrilicos modificados mediante €

empleo de las técnicas de :
Microscopia electronica de barrido (SEM)
Estudios de cesion in vitro del sulfato de gentamicina
Porosidad (Porosimetro de mercurio)
Caorimetria diferencia de barrido (DSC)
Difraccion de rayos X (PXRD)

3. Caracterizacion mecanica de estos cementos dseos acrilicos

4. Citotoxicidad dd mondmero residua en los cementos modificados

Determinacion del mondmero residua mediante la técnica de Resonancia
magnética nuclear protonica (RMN-"H)

Estudios de citotoxicidad en lineas celulares de macréfagos J774

5. Formulacion y caracterizacion de otras alternativas para tratamientos 6seos y odontol 6gicos

Comprimidos de implantacion de PLGA
Microesferasde PLGA y PLA
Pastas hidrofilicas de hidroxiapatitas



Modificacion y caracterizacion de cementos 6seos acrilicos

2. MOQIFICACIC)N Y CARACTERIZACION DE CEMENTOS OSEOS
ACRILICOS

2.1. INTRODUCCION

La osteomielitis cronica en adultos es una infeccion dificil de tratar y erradicar. Estudios
previos han demostrado que la administracion sstémica de antibidticos de amplio espectro es
insuficiente para disminuir la infeccion y gque se necesitan atas concentraciones del antibacteriano
en la zona de infeccion para minimizar e incluso curar la osteomidlitis. Un méodo muy conocido
de liberacion loca de antibidtico utiliza la implantacion quirdrgica de cementos Gseos de
polimetiimetacrilato (PMMA) que contienen antibidtico (Adams y col., 1992), (Gerhart y cal.,
1993).

El sulfato de gentamicina (G) es uno de los antibidticos aminoglucésidos més usados para
incorporarlo en los cementos 0seos acrilicos debido a su amplio espectro antibacteriano y porque a
diferencia de muchos otros antibiéticos, es estable a las atas temperaturas alcanzadas durante €
fraguado del PMMA (Hill y col., 1977). Con este tipo de implantes se evita la aparicion de efectos
secundarios propios de la administracion sistémica del sulfato de gentamicina en € tratamiento de

osteomielitis como son nefrotoxicidades, ototoxicidades y complicaciones aérgicas.

Los cementos 6seos acrilicos ocupan un lugar destacado dentro de los biomateriades
sintéticos. Los cementos acrilicos auto-polimerizables se han usado ampliamente en odontologia y
cirugia ortopédica como fijadores de prétesis, agentes de relleno de cavidades 6seas, separadores
en cirugia de reemplazo e incluso se han propuesto para otros usos como dispositivos médicos en €
tracto urinario (Tunney y col., 1997). Hay varias desventgjas asociadas a los cementos acrilicos
comerciaes (Lewis, 1997), (Virto y col., 2003). Algunas de ellas son necrosis térmica del hueso,
necrosis quimica debido @ mondmero liberado que no ha reaccionado en la polimerizacion,
contraccion del cemento durante la polimerizacion, mala distribucion del cemento arededor del
implante y escasa adhesion en las interfases porque € cemento es més débil que € hueso o €

implante.

Nuestro grupo de investigacion centrd su atencién en la cesion dd antibidtico desde estos
cementos de PMMA debido a la publicacion de agunos datos contradictorios realizados en
estudios “ in vitro” e “invivo”. Por gemplo se han encontrado datos tanto de una buena liberacion
dd sulfato de gentamicina (Holm y Velsgaard, 1976), (Welch, 1978), como de una liberacion
deficiente de la misma (Elson y cal., 1977), (Wahling y Dingeldein, 1980) a partir de un mismo
cemento comercial. Tales discrepancias se han aribuido a diferencias en las condiciones
experimentales de ensayo (Trippel, 1986) 0 ad uso de técnicas de andlisis de bgja sensibilidad
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(Penner y col., 1999). Por lo tanto, € primer paso de este trabajo fue disefiar un estudio de cesidn
“in vitro”. El cemento 6seo estudiado fue e CMW1° Radiopaco porque es uno de los més
utilizados y su variedad con sulfato de gentamicina (CMWlO Gentamicina). Diferentes métodos de
andliss de sulfato de gentamicina de distinta sensibilidad se han empleado taes como
inmunoandlisis de fluorescencia polarizada (TDx), HPLC y espectrofotometria-UV (Frutosy cal.,
2000,a), (Sampath y Robinson, 1990), (Zhang y coal., 1994), (Frutos y col., 2000,b). El estudio de
cesion “in vitro” del cemento comercia presentd una cesién bga y erdtica del sulfato de
gentamicina (Torrado y col., 2001).

Seguin la mayoria de los autores la cesion del farmaco desde esta clase de cementos es
esencialmente un fendbmeno de superficie (Torrado y col., 2001), (Masri y cal., 1995), (Van de Belt
y col., 2000). Por otra parte, Van de Belt ha indicado que tanto la rugosidad de la superficie como
la porosidad influyen en la cesion del sulfato de gentamicina (Van de Belt y cal., 2000).

El objetivo de este trabgjo es desarrollar nuevas formulaciones de cementos Gseos
(cementos modificados) con dta porosidad, que permitan una mejor cesion del antibidtico. Por o
tanto se afladieron moduladores de la cesion tales como lactosa e hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC). La lactosa se empled como aditivo hidrofilico. Su disolucion forma poros y grietas en la
matriz que permite la cesion del sulfato de gentamicina. La HPMC es un excipiente farmacéutico
frecuentemente usado en cesidn sostenida de comprimidos matriciales hidrofilicos.

En este estudio, la morfologia superficid, la cesén dd sulfato de gentamicina y la
porosidad de las formulaciones modificadas con lactosa e HPMC se compararon con las del

cemento comercial.

2.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

221 MATERIALES

Se emplearon los cementos comerciales CMW1° Radiopaco y CMW1° Gentamicina
(DePuy International Ltd., Blackpool Lancashire, Reino Unido).

Cada envase contiene dos componentes, uno de ellos liquido presentado en una ampolla
esterilizada dentro de un envase blister y d otro en polvo contenido en una bolsa de polietileno
esterilizada dentro de un estuche despegable y uno de proteccion laminado con papel metalizado

paraampararle de laluz.

La composicion dd cemento se detalla a continuacion en la Tabla 1. El componente en
polvo esta congtituido por PMMA prepolimerizado, € iniciador, perdxido de benzoilo, que inicia
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proceso de polimerizacion y un radiopacificante, & sulfato de bario, que actia como agente de
contraste permitiendo la localizacién del cemento en radografias. EI componente liquido esta
congtituido fundamentalmente por € mondmero, metacrilato de metilo (MMA). En pequefias
cantidades también se encuentra un promotor o acelerador, la N,N - dimetil- p- toluidina (DMPT),
que rompe € iniciador para dar lugar a los radicales libres que son verdaderos iniciadores de la
polimerizacion, y un estabilizante, la hidroquinona, que evita que se produzca una polimerizacion
prematura en las ampollas que lo contienen, y que puede tener lugar bgjo determinadas condiciones
de amacenamiento (luz, temperatura elevada, etc.). El monémero liquido humectara la superficie
de las particulas poliméricas del componente sdlido y las mantendra unidas después de la
polimerizacion.

Tabla 1. Composicion quimica de los cementos utilizados.

COMPONENTES CMW1° RADIOPACO CMW1° GENTAMICINA

Componente liquido (18,37ml) %) p/ %) p/

Metacrilato de metilo (monémero) 98,215 98,215
N,N-dimetil-p-toluidina (promotor) 0,816 0,816
Etanol 0,945 0,945

Acido ascorbico 0,022 0,022
Hidroquinona (estabilizante) 0,002 0,002
Componente en polvo (40g) %) p/ %) p/
Sulfato de gentamicina - 422
Polimetacrilato de metilo 88,85 84,73
Peréxido de benzoilo (iniciador) 2,05 195
Sulfato de bario (radiopacificante) 9,10 9,10

" Equivalente a 1g de gentamicina base.

El farmaco sulfato de gentamicina USP empleado fue suministrado gratuitamente por los
laboratorios C.E.P.A., SA. (Madrid, Espaiia).

Los moduladores de la cesién empleados fueron lactosa monohidrato, Pharmatose® 325M,
(laboratorios DMV Internationa Veghd, Holanda) e hidroxipropilmetilcdlulosa (HPMC),
Metolose® 65 SH 400, suministrada por Isisa (Barcelona, Esparia).

Para la preparacion de todos | os reactivos se empled agua purificada MilliQ.

La solucion salina tamponada de pH 7,4 empleada en nuestros ensayos se preparo segun se
detalla en la Farmacopea Americana (USP 26). Todos los productos empleados fueron obtenidos de
Panreac Quimica, S.A. (Barcelona, Espafia).

Para la preparacion del reactivo o-ftadiddehido se emplearon o-ftaldiddehido y 2-
mercaptoetanol obtenidos de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia), metanol obtenido de Lab-Scan
(Dublin, Irlanda) y borato sodico obtenido de Panreac Quimica, S.A. (Barcelona, Espafia).
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22.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE CEMENTO

Los cementos Gseos se prepararon usando las condiciones de trabgjo més parecidas a las
gue se utilizan en su administracion clinica. Los moduladores de la cesion fueron afiadidos al
cemento 6se0 en polvo en las proporciones adecuadas segun e disefio de experiencias que ®
detallard més adelante. En un recipiente adecuado se mezclan durante aproximadamente un minuto

cuidadosamente el componente en polvo y e componente liquido hasta formar una masa.

Cuando € liquido se aflade a polvo se produce una reaccion de polimerizacién de adicion
en cadena, siendo las especies reactivas implicadas en € proceso, radicales libres. Cuando entran
en contacto & promotor (N,N - dimetil- p- toluiding) y € iniciador (peréxido de benzoilo), se
produce la formacion de radicales libres por parte del iniciador (Park y Lakes, 1992):

CH;

CsHsCOO-OOCCeHs +HsC _@_ N 7
\ CHs

l

2CsHsCOO b 2CHs + 2CO,
Radicales libres (R)

Estos radicales libres reaccionan con € monémero metacrilato de metilo, adicionandose a
su doble enlace para dar lugar a un radical monomeérico (iniciacion) en crecimiento:

CH; CH;

I I
CH;=F + R" = RCH;- [;'

COOCH, COOCH;,
Metacrilato de metilo (M) Radical monomérico

El radical monomérico a su vez reacciona con otro mondémero para formar un radical

dimérico.
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CH; CH, CH; CH,
RCH,;- fil" + CH;= {lh = RCH; —{l'—{‘Hg-— {E

COOCH; l!:()(]CH-. (l'(JDCH; ICULK'H-.
Radical monomérico Metacrilato de metilo Radical dimérico

La propagacion continuard hasta producir largas cadenas macromoleculares, como queda

representado en e siguiente esquema:

RM +M b RM-M (RM,)
RM, +M P RMj
RM, +M P RMu.

El proceso termina mediante la combinacion de dos radicales libres mediante procesos de
recombinacion o desproporcion, como se indicaen € siguiente esquema:

RM,M +R(@©ORM) b RM,.:R (0 RM,.2R)
RM,M + RH b RMnH+R
RM,M + MM,R P RMp: + MuiR

La duracién de cada una de estas fases dependera del tipo de cemento, de la temperatura,

de lahumedad y de la manipulacion.

Una vez formada la masa con € fin de reducir d minimo € entrampamiento de aire, y con
ello las posibles imperfecciones que pudieran producirse en € cemento, se recoge la masa con la
mano y se procede a su amasado durante un minuto. Se prepararon muestras esféricas para los
estudios de disolucion (peso medio 6g) y muestras cilindricas (altura = 1,3cm, diametro = 1cm)
para los estudios de porosidad.

Una vez finadlizada la produccion, € cemento se mantuvo a temperatura ambiente durante
24 h en una cabina de flujo de aire para asegurar la evaporacion del mondémero metacrilato de

metilo (MMA) que se empled durante € proceso de produccion.
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2.2.3. DISENO DE EXPERIENCIAS

Para evduar € efecto de la adicion de diferentes proporciones del antibidtico sulfato de
gentamicina y dd modulador de la cesion (lactosa 0 HPMC) en la cantidad de sulfato de
gentamicina cedida desde |os cementos, se utilizo la metodologia del Disefio de Experimentos.

Se usaron dos disefios factoridles Z uno de dlos para las formulaciones con lactosay el
otro para los cementos modificados con la HPMC, con dos variables, porcentges de modulador y
sulfato de gentamicina a dos niveles cada uno de ellos (Tablas 2a y 2b). Las experiencias se
realizaron en orden aeatorio. Las Tablas 2a 'y 2b también incluyen cuatro experiencias replicadas
en e punto central dd disefio, realizadas con objeto de estimar € error experimental. La variable
dependiente (Y) corresponde a la cantidad de sulfato de gentamicina liberada. La variable
independiente X; corresponde a porcentgie de modulador incluido en la formulacion (lactosa o
HPMC). Los niveles més atos y més bajos (20% y 10% de modulador) se dligieron de acuerdo con
la informacion obtenida en experiencias piloto realizadas previamente. Porcentgjes de modulador
inferiores d 10% no presentan una diferencia significativa en la cesién del farmaco con respecto a
cemento comercial. Porcentajes superiores a 20% de modulador producen una masa plastica dificil
de mezclar. La variable independiente X, corresponde a porcentgje de sulfato de gentamicina
incluido en la formulacion. El nivel mas bgo de famaco estudiado (4%), correspondid d
porcentgje de sulfato de gentamicina incluido en la formulacion comercia (CMWlO Gentamicina).
El nivd més dto de famaco estudiado (8%) se sdleccioné porque producia un aumento
significativo en la cantidad de sulfato de gentamicina cedida (DiezPefiay cal., 2002).

Las diferentes formulaciones se nombraron por medio de un nimero (orden randomizado
correspondiente a disefio de experiencias) y una letra (L para las formulaciones que ncluyen
lactosay H paralas formulaciones con HPMC).

Tabla 2a. Disefio factorial Z. La variable independiente % corresponde al porcentaje de modulador
incluido en la formulacion (lactosa). La variable independiente X, corresponde al porcentaje de sulfato de
gentamicina incluido en la formulacién.
VARIABLE X; (% ) VARIABLE X; (% ) NOMENCLATURA
FORMULACION

10 45 3L
20 400 7L
10 g b 6L
20 g8 b 8L
15 e b a
15 6o b 5L
15 g b L
15 62 P 2L

&Porcentaje referido al componente en polvo del cemento.
® Orden aleatorio seguin el cual fueron realizadas las experiencias, y que dio lugar ala nomenclatura de las
formulaciones.
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Tabla 2b. Disefio factorial Z. La variable independiente % corresponde al porcentaje de modulador
incluido en la formulaciéon (HPMC). La variable independiente X, corresponde al porcentaje de sulfato de
gentamicinaincluido en la formulacion.

VARIABLE X3 (% ) VARIABLE X (% ) NOMENCLATURA
FORMULACION
10 49° 1H
20 4o 7H
10 g9 61
20 g2b 2H
15 6" 8H
15 63 ° 3H
15 6P 4H
15 6°) P 5H

&Porcentaje referido al componente en polvo del cemento.
® Orden aleatorio segtin el cual fueron realizadas |as experiencias, y que dio lugar a la nomenclatura de las
formulaciones.

2.24. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La morfologia superficiad de los cementos éseos modificados antes de haber redlizado €
ensayo de cesion y después de haberlo realizado se analizé por microscopia electronica de barrido
(SEM) utilizando un microscopio Jeol JSM-6400 (Japan Electrén Optics Lab., Tokio 196, Japon)
que trabaja a una tension de aceleracion de 20 KV y su resolucion méximaesde 35 A Todas las
fotografias se tomaron a diferentes aumentos para la identificacion morfoldgica de la superficie.
Las muestras se recubrieron con una fina lamina de oro para favorecer su conductividad.

2.25. ANALISIS CUANTITATIVO DEL SULFATO DE GENTAMICINA

El procedimiento propuesto por Sampath para € andliss del sulfato de gentamicina
(Sampath y Robinson, 1990), con una pequeiia modificacion introducida por Zhang (Zhang y col.,
1994) se usO en este trabgjo para € andlisis cuantitativo del sulfato de gentamicina.

Para la obtencion del reactivo o-ftadiddehido se adicionaron 2,5 g de o-ftadiadehido,
62,5 ml de metanol y 3 nl de 22mercaptoetanol a 560 ml de una solucion acuosa de borato sodico
0,04 M. El reactivo se guardd en una botella topacio para su proteccion de la luz solar en la
oscuridad @ menos durante 24 horas, antes de ser utilizado. Este reactivo puede usarse durante 3
dias desde su fabricacion.

A la solucion problema de sulfato de gentamicina se le adiciond isopropanol (para evitar la
precipitacion de los productos formados) y € reactivo de o-ftaldiadehido en proporcidon 1:1:1. La
mezcla se dgj6 reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente. El o-ftadiddehido
reacciond con los grupos amino dd sulfato de gentamicina y se obtuvieron productos croméforos
cuyas absorbancias se midieron a 332 nm. Para todas las medidas se usd un espectrofotometro
Beckman DU-7.
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2.26. ESTUDIOS DE DISOLUCION

Los estudios de disolucion se desarrollaron usando un sistema especialmente disefiado para
la cesion de sulfato de gentamicina desde los cementos 6seos (Fig.1) (Frutos y col., 2000,b). Este
sistema consta de un reactor de vidrio termostatizado herméicamente cerrado para evitar la
evaporacion del solvente en los largos periodos de tiempo durante los que se lleva a cabo € ensayo
(8 semanas). Cada muestra de cemento se introdujo en 150 ml de una solucion sdina tamponada
pH 74 sujeta con un cable de acero inoxidable. El ensayo se mantuvo a 37 + 0,1 °C con una
agitacion constante de 50 rpm. Durante € ensayo de disolucion se tomaron 22 alicuotas de 3 ml a

intervalos prefijados de tiempo y se filtraron con filtros de membrana de 0,45 nm.

Figura 1. Reactor de vidrio usado para el ensayo de cesion” invitro” . (A) Agua purificada 37+0,1 °C, (B)

agitador magnético, (C) solucién salina tamponada (pH 7,4), (D) muestra de cemento 6seo, (E) cable de
aceroinoxidable.

10
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22.7. POROSIDAD

La porosidad de los cementos se determind por porosimetria de intrusién de mercurio
(Micromeritics Pore Sizer 9305, Norcross, GA, USA). Este porosimetro pertenece a Departamento
de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Santiago de Compostela a cual

queremos agradecer que nos permitiese su utilizacion.

Las muestras se introdujeron completamente secas dentro del porosimetro de bagja presion,
donde se desgasificaron. EI volumen de penetracion de mercurio se registré posteriormente
mientras la presion de intrusién aumentaba. Las muestras se sacaron de la unidad de bgja presion y
se introdujeron en e porosimetro de dta presion. El volumen de penetracion de mercurio se

registro mientras que la presion de intrusion aumentaba a 25.000 psia

La porosidad totad se calculd a partir dd volumen de intrusion tota mientras que
diametro de poro se calcul6 de acuerdo a la ecuacion de Wasburn (Joschek y col., 2000), (Mehtay
col., 2000):

D = - 49009
P

donde D es € didmetro de poro (mm); glatension superficial de mercurio (485 dyn cmi*);

g € angulo de contacto (130°); y P eslapresion (psia).

2.3. RESULTADOSY DISCUSION

23.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

A continuacion se muestran a modo de gjemplo dos microfotografias correspondientes ala
superficie de un cemento polimerizado comercia (Fig. 2) y un cemento modificado (Fig. 3) ambas
realizadas antes del estudio de cesién.

En la Fig. 2 se observan grandes particulas esféricas de PMMA interconectadas debido al
proceso de polimerizacion. Asi mismo, se aprecia la presencia de ogquedades debido a la
interposicion de aire en € proceso de fraguado.

11
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AR,

Figura 2. Superficie del cemento cMwi© Radiopaco polimerizado (x200).

Las Figs. 3y 4 presentan la fotografia de la superficie del cemento modificado (15% L, 6%
G), Sh ensayar.

En laFig. 3 se observan unos granulos esféricos que se corresponden con e PMMA, alos
que acompafian formas mas o menos poliédricas que se corresponden con los otros congtituyentes
del cemento (principamente lactosd). Ademas se aprecian oquedades irregulares (de 100 a 200
mm) que se han formado por la entrada de aire en la matriz del cemento, cuando han sido

elaborados, dando lugar a unainterrupcion en € proceso de polimerizacion del PMMA.

En la Fig. 4 en una mayor aproximacion a la superficie se observan unos pequefios poros
en la superficie del cemento que se agrietan debido a laincidencia del haz de electrones. También
se pueden observar pequefias particulas blanquecinas de forma esférica que se corresponden con €
radiopacificante sulfato de bario.

12
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A continuacién se muestran varias microfotografias de las muestras de cementos
modificados tras haber sido sometidas a ensayo de cesion.

Las Figs. 5 y 6 muestran la superficie dd cemento modificado (10% L, 4% G), tras €
ensayo de cesion.

En laFig. 5 yano se gprecian las particulas poliédricas de lactosa que se observaban en la
Fig. 3 de la muestra de un cemento modificado sin ensayar. Asi mismo en esta Fig. 5 se aprecian
mayores oquedades en la superficie del cemento debido a la disolucion de la lactosa en € ensayo

13
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de cesion. También se observan unas particulas blanguecinas muy brillantes, éstas corresponden a
particulas de sulfato de bario, que actan como opacificantes en estos cementos.

En la Fig. 6 en una mayor aproximacion del cemento modificado tras € ensayo de cesion
Se aprecian nuevamente poros similares a los que se apreciaban en la Fig. 4 del cemento antes de
ensayar aunque también se aprecian pequefios poros de forma mucho mas esférica que se atribuyen
alacesion de las pequefias y esféricas particul as de gentamicina.

Figura 5. Superficie del cemento modificado 3L (10% L, 4% G), ensayado (x100).

14
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Las Figs. 7, 8, 9 y 10 muestran la superficie del cemento modificado (10% L, 8% G)
ensayado en sucesivas ampliaciones.

En laFig. 7 se puede observar €l aspecto genera que tiene la superficie de este cemento.
Esta superficie presenta mayores oguedades de gran tamafio que la del cemento modificado sin
ensayar (ver Fig. 3) debido a la disolucién de la lactosa, 10 que también da lugar a un menor
ndmero de pequerias irregul aridades debidas a la desaparicion de las particul as de lactosa. Ademés,
esta superficie presenta un mayor nimero de pequefios poros que la del cemento modificado sin
ensayar.

En la Fig. 8 se aprecian los poros a través de los cuales se ha liberado € sulfato de
gentamicina. En las Figs. 9y 10 se aprecia con detalle el aspecto que tiene uno de estos poros.

Por otra parte, en las Figs. 8, 9 y 10 se observan claramente las pequefias particulas
brillantes correspondientes a sulfato de bario y las grandes particul as esféricas correspondientes a
PMMA.
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& N A )
Figura 9. Superficie del cemento modificado 6L (10% L, 8% G), ensayado (x1000).

16
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Figura 10. Superficie del cento modificado 6L (10% L, 8% G), ensayado (x2000).

Las Figs. 11 y 12 muestran la superficie del cemento modificado (15% L, 6% G),
ensayado. En las dos primeras microfotografias se puede observar que la lactosa ha entorpecido la
polimerizacion y una vez que este excipiente se libera en € ensayo de disolucion, se aprecian los

hilos de PMMA que se formaron.

En laFig. 12 se aprecia claramente una menor interconexion entre las particulas de PMMA
gue muestran su forma esférica 'y que en agunas zonas se encuentran unidas fundamentalmente
solo por hilos de PMMA.

o}
L] L | .
ol . , g iy

Figura 11. Superficie del cemento modificado 1L (15% L, 6% G), ensayado (x150).

17
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Figura 12. Superficie del cemento modificado 1L (15% L, 6% G), ensayado (x250).

Las Figs. 13 y 14 presentan las microfotografias de la superficie del cemento modificado
(20% L, 4% G), ensayado.

En laFig. 13 se observa una vision genera de la superficie de estos cementos, en la que se
aprecian las grandes particdas de PMMA de forma esférica y numerosas grandes oquedades de
200 mm a més de 500 nm. También se gprecian nuevamente los hilos de PMMA que se han

formado en & proceso de polimerizacién debido a la interposicion de las particulas de lactosa.

En la Fig. ¥ se observan los hilos de la polimerizacién mencionados anteriormente. En
esta fotografia vemos como en d interior de una grieta se ven un conjunto de particulas
blanquecinas y muy brillantes, esto corresponde a sulfato de bario.

18
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Flgura 14. Superf|C|edeI cemento modlflcado 7L (20% L 4% G), ensayado (x60)

Las Figs. 15y 16 presentan la fotografia de la superficie del cemento modificado (20% L
8% G), ensayado. En ellas se observa que en la superficie hay gran cantidad de oquedades, debido
ala mayor cantidad de lactosa. Nuevamente se aprecian hilos de PMMA a igua que ocurre con
todas las formulaciones que contienen mas de un 10% de lactosa.

En la Fig. 16 se muestra la superficie de un cemento modificado que contiene un 20% de
lactosa a 430 aumentos, en la que se aprecia un mayor nimero de oquedades, irregularidades y
poros que los que se apreciaban en un cemento modificado con la mitad de lactosa a los mismos

aumentos (ver Fig. 6).

19
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Figura 16. Superficie del cemento modificado 8L (20% L, 8% G), ensayado (x430).

La superficie de los cementos modificados con HPMC fue muy diferente a los que
contenian lactosa.

En primer lugar se muestra a modo de gemplo € aspecto de la superficie de un cemento
modificado que contiene una proporcién intermedia tanto de HPMC como de gentamicina (15%
HPMC, 6% G) antes del ensayo de cesion. En esta imagen se pueden ver ademés de las grandes

estructuras redondeadas de PMMA, |as particulas con la apariencia de escamas correspondientes a
laHPMC.

20
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Figura 17. Superficie del cemento modificado 4H (15% HPMC, 6% G), sin ensayar (= 430).

Las Figs. 18-22 muestran las superficies de los cementos modificados con HPMC tras los
correspondientes estudios de cesiéon. En todas estas microfotografias se observa una superficie
laminada y escamosa que se atribuye ala solidificacion del gel formado por laHPMC en € ensayo
de cesién. En estas figuras solo aparecen de forma esporédica las grandes particul as esféricas de
PMMA ya que quedan enmascaradas por la presencia de la HPMC tras el ensayo de cesion y que
sin embargo s se apreciaban en e cemento modificado antes del ensayo de cesion (ver Fig. 17).

En las Figs. 18 y 20 se gprecian claramente pequefios poros esféricos originados por la
disolucion de particulas de gentamicina.

En las Figs. 19, 21y 22 estos pequefios poros no se ven a causa de la superficie laminaday

escamosa de la gelificacion de laHPMC.

21
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T 1

Figura 18. Superficie del cemento modificado 1H (10% HPMC, 4% G), ensayado (x430).

Figura 19. Superficie del cemento modificado 6H (10% HPMC, 8% G), ensayado (x430).

22
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Figura 20. Superficie del cemento modificado 4H (15% HPMC, 6% G), ensayado(” 430).

Figura 21. Superficie del cemento modificado 7H (20% HPMC, 4% G), ensayado (~ 430).

23
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Figura 22. Superficie del cemento modificado 2H (20% HPMC, 8% G), ensayado (~ 430).

2.3.2. ENSAYO DE CESION DEL FARMACO “IN VITRO”

La Tabla 3 presenta € porcentgje de sulfato de gentamicina cedido en la primera toma de
muestra (a las 3 h) y @ porcentgje de cesidn total acumulado (a las ocho semanas de iniciado €
ensayo). La lenta cesion inicia de la gentamicina en los cementos modificados con HPMC origind
que la primera toma de muestra en este tipo de formulaciones se redlizara alas 6 horas.

El porcentaje de cesion del sulfato de gentamicina desde las formulaciones con lactosa fue
mas dto que en las formulaciones con HPMC. El mayor porcentgje cedido de gentamicina fue de
un 13,17% de la cantidad total que se corresponden con la formulacion 7L que contiene un 20% de
lactosa y un 4% de gentamicina. La formulacion 1L presentdé una mayor cantidad cedida
acumulada (9,97%) que las formulaciones 2L, 4L y 5L (7,08%; 7,82%y 7,75%) (todas elas con un
contenido de un 15% de lactosa y un 6% de gentamicina) esta mayor liberacion de la formulacion
1L se atribuye a alguna irregularidad de la muestra que produjo ya en € primer tiempo del ensayo
un mayor cesion de la gentamicina.

El porcentgje de sulfato de gentamicina cedido en la primera toma de muestra oscil6 entre
el 30% y e 60% de la cesidn total del sulfato de gentamicina de todo € ensayo. La Tabla 3 también
incluye e area bgjo la curva (AUC). Se observé una diferencia significativa entre los valores de
AUC correspondientes a las formulaciones con lactosa e HPMC. Los valores mas altos de AUC
corresponden a las formulaciones 7L y 8L (15781,25 y 15719,68 %/h, respectivamente). Estos
valores no se encuentran afectados por € porcentge de sulfato de gentamicina incluido en la
formulacion (4-8% p/p).
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Tabla 3. Efectos del porcentaje de lactosa, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y sulfato de gentamicina en
la cantidad de sulfato de gentamicina cedida desde cementos éseos acrilicos modificados.

MUESTRA PORCENTAJE PORCENTAJE  PORCENTAJE CP Ce AUC
LACTOSA HPMC GENTAMICINA (%) (%) (%/h)
(p/p) * (p/p) * (plp)*
L 15 - 6 6,00 9,97 13496,10
2L 15 - 6 340 7,08 8936,57
3L 10 - 4 3,15 6,21 7757,66
a 15 - 6 380 782 9807,34
5L 15 - 6 455 775 10155,60
6L 10 - 8 367 6,81 874216
7L 20 - 4 5,85 13,17 1578125
8L 20 - 8 6,04 12,28 15719,68
1H - 10 4 0,87 3,09 211,22
2H - 20 8 1,19 395 272,71
3H - 15 6 1,07 250 172,17
4H - 15 6 0,75 184 125,36
5H - 15 6 094 254 174,37
6H - 10 8 124 320 220,35
7H - 20 4 1,05 322 221,82
8H - 15 6 0,88 230 158,50
CMW1°G - - 4 145 291 -

2Porcentaje referido al componente en polvo del cemento.
IDPorcentaj e de sulfato de gentamicina cedido en la primera toma de muestra.
“Porcentaje de sulfato de gentamicina cedido total acumulado a las 1344 horas.

La Fig. 23a representa la influencia de la cantidad de lactosa y sulfato de gentamicina
anadida en la cesion del sulfato de gentamicina. Cuando e porcentgje de lactosa aumenté desde 10-
20%, se liberé mayor cantidad de sulfato de gentamicina. Sin embargo, € porcentgje de sulfato de
gentamicina incluido en la formulacion (4-8% p/p) no produjo un aumento en € porcentgje de
sulfato de gentamicina cedido.

La Fig. 23b representa la influencia de la cantidad de HPMC y sulfato de gentamicina
anadida en la cesion del sulfato de gentamicina. La HPMC es un excipiente hidrosoluble pero crea
un medio muy viscoso que produce una cesion lenta del farmaco. Por lo tanto, la cantidad de
sulfato de gentamicina cedida desde estos cementos que contienen HPMC fue précticamente igua
a la del cemento comercia (ver Tabla 3). La cantidad de sulfato de gentamicina cedida no se
aument6 ni por e aumento de HPMC (10-20%) ni por € aumento del sulfato de gentamicina
afiadido alaformulacion (4-8%) (ver Fig. 23b).
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Figura 23. Diagramas de dispersion tridimensionales para la cesién del sulfato de gentamicina en funcion

de los moduladores: (a) lactosay (b) HPMC y de los porcentajes de sulfato de gentamicina incluidos en las
formulaciones.

La precision del método expresada como coeficiente de variacion de la cantidad de sulfato
de gentamicina cedida total acumulada correspondiente a punto central de los dos disefios fue
15,4% y 14% para las formulaciones con lactosa e HPMC, respectivamente. Este alto coeficiente
de variacion puede ser debido ala distribucion errética de los poros y a las particulas de sulfato de

gentamicina situadas en la superficie de |os cementos.

Las Figs. 24 y 25 presentan los perfiles de cesion del sulfato de gentamicina desde los
cementos modificados. Las Figs. 24a y 25a presentan € porcentgje de sulfato de gentamicina
cedido en cada intervalo de tiempo. En estas figuras es posible observar que la méxima cantidad de
sulfato de gentamicina se cedio en todos los casos en las primeras tomas de muestra. A partir de
este tiempo, la cantidad de farmaco cedido disminuye significativamente de igua manera entre las
diferentes muestras. En las Figs. 24b y 25b se representa la cantidad cedida acumulada del
antibidtico. Los diferentes perfiles de cesion de las muestras se debieron ala diferenciaen la cesion
inicial que influye en € porcentgje total de farmaco cedido ya que las pendientes de la seccion final
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de los diferentes gréficos son muy similares. Este “burst” inicia se debid a la disolucion de las
particulas del farmaco presentes en la superficie del cemento.
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Figura 24. Porcentajes de cesion de sulfato de gentamicina distributivo (a) y acumulativo (b) desde
cementos 6seos acr ilicos modificados con lactosa.
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Figura 25. Porcentajes de cesion de sulfato de gentamicina distributivo (a) y acumulativo (b) desde
cementos 6seos acr ilicos modificados con hidroxipropil metilcel ul osa.

En la Fig. 26 se muestran los porcentges distributivos (Fig. 26a) y acumulativos (Fig. 26b)
de cesién de dos formulaciones de lactosa e HPMC, todas ellas con un 4% de gentamicina (ya que
la inclusién de 8% no mejora la cesidén de gentamicing) y con los porcentagjes extremos de los
moduladores (10-20%). Las formulaciones de HPMC presentan una menor cesion inicial que las de
lactosa, y presentan similares valores de velocidad de cesion que la formulacion 3L, mientras que
la formulacion 7L presenta no solo mayores cesiones inicides sno también una mayor velocidad
de cesion alo largo del estudio, ver Fig. 26b lo que también se aprecia en unos mayores porcentagjes
distributivos (ver Fig. 26a).
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Figura 26. Porcentajes de cesion de sulfato de gentamicina distributivo (a) y acumulativo (b) desde los
cementos 0seos acr ilicos modificados con lactosa y con hidroxipropilmetilcelul osa.

Por otra parte, la disolucion de las particulas de lactosa incluidas en la superficie de los
cementos modificados que contienen este agente modulador de la cesion, producen una matriz
porosa como se observa en los estudios de SEM (Figs. 6 y 16) que permiten que € medio de
disolucion acance a nuevas particulas de sulfato de gentamicinay las disuelva. Es por esto, que la
cesion de sulfato de gentamicina desde laformulacion 7L fue cuatro veces mayor s la comparamos
con la cesion del cemento comercia CMW1° Gentamicina, como se puede ver en la Tabla 3.
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A la vigta de los resultados obtenidos en este ensayo de cesién se puede concluir que los
cementos modificados con lactosa cedieron una mayor cantidad de sulfato de gentamicina que los
cementos modificados con HPMC pero en ningin caso € cemento 6seo acrilico permite una

completa cesion del antibidético porque d PMMA es un polimero altamente hidrofébico.

2.33. POROSIDAD

Las Figs. 27 y 28 presentan las gréficas de volumen de intruson acumulado de mercurio
(cm’lg) frente a didmetro de poro (vm) de las formulaciones con lactosa (Fig.27) y con HPMC
(Fig.28) antes (Figs. 27a 'y 28a) y después (Figs. 27b y 28b) de ser sometidas a ensayo de
disolucion.

El volumen de intrusién de mercurio es una funcion de la porosidad total. Este volumen
fue, en la mayoria de los casos, més bgjo para las formul aciones ensayadas antes de |os estudios de
disolucion que para las formulaciones ensayadas después (ver Figs. 27 y 28). Por lo tanto, los
porcentgjes de porosidad fueron siempre més atos en las formulaciones sometidas a los ensayos de

disolucién s las comparabamos a las formulaciones iniciales correspondientes.

La porosidad del cemento comercial CMW1° Gentamicina fue ligeramente menor antes
gue después de los ensayos de disolucion (ver Figs. 27ay 27b). Como se puede apreciar en la Tabla
4 los valores de porosidad del cemento comercia con gentamicina antes y después de los estudios
de disolucién fueron respectivamente 5,58 y 6,05%, estas pequefias diferencias se atribuyen a que
las muestras analizadas no son los mismos especimenes debido a que la inclusion de mercurio en
las muestras invalida su empleo en @ estudio de disolucién. Como es de esperar, € cemento
comercid CMW1° Gentamicina fue menos poroso que los cementos modificados cuando la

porosidad se determiné después de |os estudios de cesion del farmaco (ver Figs. 27b 'y 28b).

En la Tabla 4 se observa que la porosidad de las formulaciones con lactosa antes de los
ensayos de disolucion disminuye a medida que aumenta € porcentgje de lactosa. Este hecho es
probablemente debido a gran tamafio de estas particulas asi como a la forma poliédrica, que puede
favorecer & empaguetamiento de las mismas produciendo una porosidad menor. Sin embargo, los
datos de porosidad de los cementos sometidos a ensayo de disolucion presentaron una relacion
directa entre € aumento del porcentgje de lactosay € aumento de porosidad, debido a la disolucién
de lalactosay alaformacion de una matriz porosa de cemento 6seo. Este dato concuerda con 1o
observado mediante & microscopio dectrénico de barrido en cuyas microfotografias se apreciaban
claramente las ogquedades producidas por la liberacidn de la lactosa que incluso dglan patentes la
observacién de hilos de PMMA (ver Figs. 13y 14). Estos resultados también estéan de acuerdo con

los estudios de cesidon donde la cesion aumentaba en relacion con € aumento de lactosa en las
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formulaciones. Sin embargo, aunque & 20% de lactosa se afadié a agunas formulaciones, la
porosidad no aumentd en la misma proporcion, debido a que la lactosa puede quedar atrapada en
los microespacios de la matriz polimérica que congtituye € cemento acrilico.

Las formulaciones con HPMC, antes y después de los estudios de disolucion, presentaron
una porosidad més dta que € resto de las formulaciones. Particularmente, la porosidad de las
formulaciones de HPMC ensayadas antes de los estudios de disolucion fue cas € doble que la
porosidad del cemento comercia (ver Tabla 4). Este hecho se atribuye a que las formulaciones con
HPMC presentan una superficie escamosa muy irregular de forma que las grietas que quedan entre
estas estructuras escamosas provocan un considerable incremento de la porosidad, ago que es
especiamente evidente en las formulaciones que contienen un 20% de HPMC tanto antes como
después del ensayo de cesion. Sin embargo, estos valores atos de porosidad no produjeron un
incremento en la cesén de sulfato de gentamicina, que fue smilar a la ceson del cemento
comercia (ver Tabla 3).

Tabla 4. Efectos del porcentaje de lactosa, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y sulfato de gentamicina en
la porosidad de cementos 6seos acrilicos modificados.

MUESTRA  PORCENTAJE  PORCENTAJE PORCENTAJE  POROSIDAD. POROSIDAD.

LACTOSA HPMC GENTAMICINA ANTESDE DESPUESDE
(p/p) 2 (p/p) 2 (Plp) 2 ESTUDIOS ESTUDIOS
DISOLUCION  DISOLUCION

(%) (%)

1L 15 - 6 6,68 9,02
2L 15 - 6 6,70 9,08
3L 10 - 4 7,08 712
4 15 - 6 6,72 897
5L 15 - 6 6,69 9,03
6L 10 - 8 7,30 8,68
7L 20 - 4 4,69 9,28
8L 20 - 8 5,06 9,97
1H - 10 4 821 21,69
2H - 20 8 13,79 22,48
3H - 15 6 11,08 9,61
4H - 15 6 11,12 919
5H - 15 6 11,15 9,19
6H - 10 8 811 18,25
7H - 20 4 12,56 20,29
8H - 15 6 11,09 10,00
CMWI1°G - - 4 5,58 6,05

#Porcentaje referido al componente en polvo del cemento.
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Figura 27. Volumen de intrusion acumulado de mercurio frente al diametro de poro de cementos 6seos
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3. INFLUENCIA DE MODULADORES DE CESION EN LAS PROPIEDADES
TERMICASY CRISTALINIDAD DE CEMENTOSOSEOSACRILICOS

3.1. INTRODUCCION

La mayoria de los polimeros sintéticos de cadena larga muestran una secuencia de cambios
caracteristicos a ser calentados. Los polimeros parcialmente cristalinos pueden sufrir una
transformacion solido-liquido (fusién) parecida a la que experimentan las especies cristalinas
moleculares cuando se hace variar |la temperatura. Esta variacion puede ponerse de manifiesto por
técnicas tales como la medida del volumen especifico. Esta fusion, serd funcidn de las posibles
interacciones presentes en el cristal entre macromoléculas cercanas, que a su vez seran funcion de
los grupos quimicos presentes. En genera, estas fuerzas podran ser del tipo de Van der Wadls,
interacciones electrostéticas o incluso puentes de hidrogeno. Hay que sefidar que en la fusion no
hay roturas de enlaces covaentes, es decir, no aumenta la heterogeneidad del polimero (Sanz
Pedrero, 1992).

El paso del estado sdlido-liquido es una transicion de primer orden. Sin embargo, s €
polimero es semicristalino o amorfo, presenta por debgjo de punto de fusion T; y dentro de un
pequefio intervalo de temperatura (T,-Tr), una variacion anormamente rgpida de muchas
propiedades fisicas, como pueden ser € volumen especifico, la viscosidad, € coeficiente de
dilatacion térmica o capacidad calorifica en un pequefio intervalo de temperatura. A estatransicion
s le denomina transicion vitrea, y a la temperatura a la que se produce, T,, temperatura de

transicion vitrea.

La variacion de propiedades fisicas convierte a polimero en duro, y sobre todo quebradizo
por debajo de T, mientras que por encima puede presentar atas elasticidades s € polimero es
amorfo, o propiedades plésticas s es cristalino. La determinacion de latransicion serd, por tanto, de
un gran interés industrial, ya que su conocimiento sera importante para la utilizacion de un
determinado polimero en un intervalo dado de temperaturas (Kuo y col., 2003).

Actualmente la temperatura de transicién vitrea, € punto de fusién y la temperatura de
descomposicion de los polimeros pueden determinarse experimentalmente mediante una técnica de
interferometria Optica, obteniéndose resultados similares a los obtenidos mediate DSC
(Diakoumakos y Raptis, 2003).

El vaor de la temperatura de transicion vitrea es una funcion muy importante de la
velocidad a la que se enfria (o calienta) € polimero, es decir @ fendmeno tiene a menos una
componente cinética. Podria pensarse que dicha transicion tendria su origen en variaciones de la
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cristalinidad del polimero. Sin embargo, estudios de rayos X demuestran que la idea no es correcta.
Hoy en dia se considera que T, esta relacionada con las zonas amorfas del polimero, méas
concretamente, estd relacionada con la modificacion de los grados de libertad de las cadenas
macromoleculares en las partes amorfas del polimero (Reyes e Hinojosa, 2000). A temperaturas
bagjas, las macromoléculas se encuentran muy proximas y no existe précticamente libertad de
movimiento, o d menos se encuentra muy restringida. A medida que la temperatura aumenta,
aumentan las amplitudes de las vibraciones y se producen deformaciones locales como
consecuencia de un cambio de los grados de libertad de rotacion de las distintas unidades
monomeéricas, que, son funcién de la congtitucion del polimero (Sanz Pedrero, 1992).

Por encima de |la temperatura de transicion, € gran aumento de los grados de libertad da
lugar a la manifestacion de nuevos fendbmenos que se traducen en un aumento de la elasticidad en
polimeros amorfos (elastdmeros), atribuible a la variacion de los angulos de rotacion interna del
polimero. En cambio, existe aumento de la plagicidad en polimeros semicristalinos
(termoplésticos), debido sobre todo a la posibilidad de movimiento relaivo de unas cadenas de
polimero con respecto a otras. Si se continla incrementando la temperatura del polimero,
alcanzaremos la fusion del mismo. En resumen, para que un polimero sea elastico debe ser amorfo
y su T, debe estar por debajo de |la temperatura ambiente. Si se precisa un polimero plastico, su Ty
debe estar por debgjo de su punto de fusion (Sanz Pedrero, 1992).

Una técnica muy utilizada para medir experimentalmente el efecto térmico que acompafia a
las transformaciones fisicas o0 quimicas que sufre una muestra en funcién de la temperatura es la
calorimetria.

Los cambios energéticos de la muestra son debidos a transiciones 0 reacciones
endotérmicas 0 exotérmicas que estan ocasionadas por cambios de fase, fusion, inversién de
estructuras crigtainas, sublimacion y vaporizacion, reacciones de deshidratacion, reacciones de
disociacion o descomposicion, reacciones de oxidacion y reduccion, etc. Generalmente los
procesos de fusion, vaporizacion y sublimacion, reacciones de deshidrataciéon y reduccién, asi
como determinadas reacciones de descomposicién producen efectos endotérmicos, mientras que la
cristalizacion, oxidacion y agunas reacciones de descomposicion producen efectos exotérmicos
(Willard y col., 1991).

Los equipos comerciaes utilizados para € andliss térmico son dd tipo DTA (Andisis
térmico diferencia) y DSC (Caorimetria de barrido diferencia). Ambos ponen de manifiesto los
cambios energéticos que sufre una muestra determinada cuando se la somete a un programa
controlado de temperatura,  DTA mide la diferencia de temperaturas entre la muestra y la
referencia mientras que  DSC mide los cambios de flujo de cdor debido a una transformacién de
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la muestra respecto a una referencia (Oriol y del Castillo, 1985). El equipo utilizado en este trabgo
esdel tipo calorimetria diferencial programada, con sistema de flujo de calor. Unaceldatipicade
este equipo usa un disco termoeléctrico de constantan (aleacion con 60% de cobre y 40% de
niquel) como e medio primario paratransferir calor alas posiciones de lamuestray lareferencia, y
también como un elemento de la union termoel éctrica sensora de la temperatura. La muestray una
referencia se colocan en dos moldes que se asientan sobre €l disco en dos plataformas elevadas. A
través de éste se transfiere calor ala muestray alareferencia. El flujo diferencial de calor haciala
muestra y la referencia se monitorizan mediante termopares de cromel (90% de niquel y 10% de
cromo) - constantan formados por la union del disco de constantan y € recubrimiento fino cromel
a lado inferior de cada plataforma. Los alambres de cromel y alumel (94% de niquel, 3% de
manganeso, 2% de duminio y 1% de silicio) que se encuentran conectados a lado inferior de la
recubierta fina de cromel forman un termopar cromel-alumel, que sirve para monitorizar la
temperatura de la muestra (Fig.1) (Skoog y col., 2000). Una sensibilidad calorimétrica constante se
establece mediante un programa de computo que mantiene lineal € coeficiente de caibracion de la
celda. La calorimetria diferencial programada con sistema de flujo de calor proporciona una
exactitud calorimétrica maxima desde —170 °C hasta 750 °C. Los pesos de muestra varian entre 0,1
y 100 mg. (Willard y col., 1991).

Entrada del gas de purga

Anillodeplata ____

Platillo delareferencia  —— Platillo de la muestra

Soporte de cromel
Union del termopar
—— Alambre de alumel

—— Alambre de cromel

Bloque de calentamiento —

Figura 1. Esquema de una celda de DSC deflujo decalor.

El cambio de entalpia, DH, de la muestra es igua a la diferencia entre € flujo de caor

hacia o0 desde lamuestra, Qs, y @ flujo de calor hacia o desde & materia dereferencia, Q;:

DH = Qs' Qr
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De acuerdo con la andogia térmica de laley de Ohm,

_Tz'Tl

°7 R,

El flujo de calor es proporciona a la fuerza impulsora (la diferencia de temperatura entre
las temperaturas T, y T,) e inversamente proporciona a la resistencia térmica Ry,. Combinando las

relaciones anteriores se obtiene

DH= Q- Q= 2 -

donde T, es una temperatura constante externa a la muestra y a la referencia, T esla
temperatura de lamuestra, y T, eslatemperatura de referencia. El sistema esta disefiado de manera
gue losdos valores de T, y lo dos vaores de Ry, son idénticos. Por tanto la ecuacion se reduce a

T,-T,
Ri

DH =

La sefid medida es la tenséon del termopar, que es proporciona a la diferencia de
temperatura, (Ts- T,).

La integracion del area bajo la curva DSC proporciona una medida directa de DH paralas

transiciones t&micamente inducidas de acuerdo con la ecuacion.
A= - k'mDH

donde A es € area de integracion; k', la constante del instrumento, la cual es independiente

de latemperatura; m, eslamasa; y DH la entalpia de la reaccién o transicion.

En general, cada sustancia da una curva de DSC en la que e numero, formay posicion de
las endotérmicas y exotérmicas, sirven como medio para identificar cualitativamente una sustancia
El punto de inicio dd cambio de fase 0 de la reaccion quimica es € punto en € que la curva
comienza a desviarse respecto de la linea base. Cuando la transicién es completa, la difuson
térmica permite un regreso rgpido de la muestra a equilibrio. La temperatura del pico indica la
temperatura alacua se realiza cuantitativamente la reaccion o la transicion. Una endoterma amplia
indica una cambio lento en la capacidad. Una transicion de “segundo orden o vitrea’, observada
como un desplazamiento de la linea base indica una disminucion en € orden dentro del sistema. Un
comportamiento exotérmico (sin descomposicion) se asocia a la disminucién de la entapia ce una
fase 0 de un sstema quimico (Willard y col., 1991).
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L os métodos térmicos diferenciales estan indicados en la determinacion de;

Temperaturay calor de fusion

Temperaturay calor de cristalizacion
Temperaturay calor de descomposicion u oxidacion
Compatibilidad de productos

Capacidad calorifica

Andlisis de pureza

Cdculo de ciné&ticas

Para € estudio de la cristainidad de las formulaciones y de los componentes de dichas

formulaciones se usa la técnica de difraccion de rayos X.

La difraccién de rayos X es unatécnica muy usada para laidentificacion de fases sdlidasy
para la identificacion de diferentes formas polimorficas de un compuesto. Esta técnica se puede
usar también para identificar las formas solvatadas y anhidras de un compuesto (Suryanarayanan,
1995).

Al igua que con los otros tipos de radiacion el ectromagnética, la interaccion entre e vector
eléctrico de laradiacion X y los electrones de la materia que atraviesa da lugar a una dispersion.
Cuando los rayos X son dispersados por € entorno ordenado de un crista, tienen lugar
interferencias (tanto constructivas como destructivas) entre los rayos dispersados, ya que las
distancias entre los centros de dispersion son del mismo orden de magnitud que la longitud de onda
delaradiacion. El resultado es la difraccion.

Cuando un haz de rayos X choca contra la superficie de un crista formando un angulo g,
una porcion del haz es dispersada por |a capa de &omos de la superficie. La porcidn no dispersada
del haz penetra en la segunda capa de &omos donde, de nuevo, una fraccion es dispersaday la que
gueda pasa a la tercera capa. El efecto acumulativo de esta dispersion producida por los centros
regularmente espaciados del cristal es la difraccién del haz. Los requisitos para la difraccién de
rayos X son: (1) que e espaciado entre las capas de aomos sea aproximadamente € mismo que la
longitud de onda de la radiacion y (2) que los centros de dispersion estén distribuidos en e espacio

de manera muy regular.

En 1912, W. L. Bragg estudi¢ la difraccion de rayos X por cristales (Fig. 2). En este caso,
un haz estrecho de radiacion choca contra la superficie del cristal formando un angulo q ; la

dispersién tiene lugar como consecuencia de la interaccion de la radiacion con los aomos
locdizadosen O, Py R. S ladigancia
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AP+ PC=nl

donde n es un nimero entero, la radiacion dispersada estarda en fase en OCD y d cristd

parecerareflgar laradiacion X. Pero
AP=PC=dsenq

donde d esladistanciainterplanar del cristal. Asi se puede escribir que las condiciones para
gue tenga lugar una interferencia constructiva del haz que forma un angulo q con la superficie del

cristal, son

nl =2dsenq

Esta ecuacion se llama ecuacion de Bragg. Hay que sefidar que losrayos X son reflgados
por € cristal sdlo s & angulo de incidencia satisface la condicién

sen g _n
2d

Para todos |os demés angul s, tienen lugar interferencias destructivas (Skoog y col., 2000).

L ]

*
1

.

Figura 2. Difraccion de rayos X producida por un cristal.

En este trabgo, se ha utilizado la calorimetria diferencial de barrido y la difraccion de
rayos-X para estudiar de compatibilidad entre los cementos dseos acrilicos de polimetilmetacrilato
(PMMA), dos moduladores de la cesidn, lactosa monohidrato y la hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) y d antibidtico sulfato de gentamicina.
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3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

321 MATERIALES

Para @ estudio de las propiedades térmicas y la cristalinidad de nuestros sistemas se
emplearon muestras de cementos con digtinta composicion de moduladores de la cesion y

antibidtico y se prepararon como se describio en € capitulo anterior.

322. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Las medidas de DSC se llevaron a cabo empleando un caorimetro diferencia de barrido
Mettler-Toledo 820 (Mettler Toledo, Suiza) conectado a un sistema de enfriamiento que funciona
con nitrégeno liquido. La escala de temperatura se calibroé usando las temperaturas de fusion del
indio y del zinc. Para redizar € ensayo se emplearon cdpsulas de auminio sdlladas y con un
agujero en la tapa como la de referencia y las muestras pesaron aproximadamente 5,0 mg. Todas
las muestras se calentaron y enfriaron a una velocidad de 10 °C/min en atmaosfera de nitrégeno, la
mayoria de ellas sufrieron un segundo calentamiento manteniendo la misma velocidad. Se empled

el DSC para distintas determinaciones, tal y como se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Determinacionesrealizadas en el DSC.

MUESTRA COMPOSICION PESO (mg)
G Sulfato de Gentamicina 58
L L actosa monochidrato 55
HPMC Hidroxipropilmetilcelulosa 51
CMW1° RP CMW1° Radiopaco (polvo) 50
cMw1° GP CMW1° Gentamicina (polvo) 53
CMW1°RC CMW1° Radiopaco (cemento) 58
cMw1° GC CMW1° Gentamicina (cemento) 59
CMW1° GCE CMW1° Gentamicina (cemento)E* 53
Formulacion 10L4G 10% lactosa, 4% gentamicina 54
Formulacion 10L4G B 10% lactosa, 4% gentamicina B 58
Formulacion 10L8G 10% lactosa, 8% gentamicina 52
Formulacion 10L8G B 10% lactosa, 8% gentamicina E* 51
Formulacion 20L4G 20% lactosa, 4% gentamicina 53
Formulacién 20L4G E* 20% lactosa, 4% gentamicina E* 52
Formulacion 20L8G 20% lactosa, 8% gentamicina 5,6
Formulacion 20L8G B 20% lactosa, 8% gentamicina B 55
Formulacion 10H4G 10% HPMC, 4% gentamicina 52
Formulacion 10H4G B 10% HPMC, 4% gentamicina B 58
Formulacién 10H8G 10% HPMC, 8% gentamicina 59
Formulacion 10H8G E 10% HPMC, 8% gentamicina B 56
Formulacion 20H4G 20% HPMC, 4% gentamicina 50
Formulacion 20H4G B 20% HPMC, 4% gentamicina E* 54
Formulacién 20H8G 20% HPMC, 8% gentamicina 55
Formulacion 20H8G E 20% HPMC, 8% gentamicina E* 58

2D SC realizado después de |os ensayos de cesion.
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3.23. DIFRACCION DE RAYOS X

Los estudios de difraccion de rayos X se redizaron con un difractometro Philips X Pert-
MPD PW3050 (CAl, difraccion de rayos X, UCM). Las distintas muestras son expuestas a una

radiacion Cu Ka monocromatizada. Se exploré la zona comprendida entre 5°-50°2q ; tamafio de

paso 0,04° (2q) y tiempos de conteo 1 segundo por paso.

3.3. RESULTADOSY DISCUSION

33.1 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

En las Tablas 2, 3 y 4, se recogen todos los parametros térmicos de las distintas

formulaciones estudiadas.

Tabla 2. Determinaciones realizadas en el DSC para | os componentes de las formulaciones y |0s cementos

comerciales.
ENDOTERMA DE ENDOTERMA DE FUSON T4 (°C)
DESHIDRATACION (°C) (°C)
MUESTRA ONSET | PICO | ENDSET | ONSET PICO | ENDSET | ONSET | PUNTO | DHiygion
MEDIO descomposicién
(J/9)
G 6294 | 10533 | 14923 237,61 244,00 247,71 Y % -12,63
L 14140 | 14767 | 15373 21643 221,50 224,29 Y Y, -12577
HPMC 2629 | 7017 100,97 Y Yy Y 161,07 | 162,24 Yy

CMW1° RP Y Ya Y 226,03 262,60 287,98 10992 | 11558 57,58

cMW1° GP Y, Yy Y, 214,70 262,60 287,98 9292 112,75 52,50

CMW1° RC Y Ya Y 316,15 372,64 397,09 9395 10927 | -6%4,70

CMW1° GC Y, Y Y 23958G° | 251,06G° | 25872G 97,78 113,10 -1,58G
31998C° | 37264C° | 40092C° -713,38C°

CMW1° GCE Y, Yy Y 316,15 372,64 376,55 10161 | 11693 -98,14

2 DSC realizado después de los ensayos de cesién. ° Dato procedente de |a fusién-descomposicion de la
gentamicina. ¢ Dato procedente de |a fusion-descomposicién del cemento.
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Tabla 3. Determinaciones realizadas en el DSC para las formulaciones con lactosa y gentamicina.

ENDOTERMA DE ENDOTERMA DE FUS ON T4 (°C)
DESHIDRATACION (°C) (°C)
MUESTRA ONSET | PICO | ENDSET | ONSET PICO ENDSET | ONSET | PUNTO | DHfysion
MEDIO descomposicion
(J/9)

Formulacion 14494 | 147,75 151,14 | 205,18L° | 21665L° | 22434° | 10551 117,00 -2,04L°

10L4G 24351 | 251,18 | 255,01C° -0,18%°
262,68CY | 361,84C | 397,19C" -288,38C¢

Formulacion 14238 | 14833 153,79 19590L° | 200912L° | 22707 | 10258 112,03 -0,98L°
10L4G B 292,60c | 351,95C | 379,35C¢ -179,59C¢

Formulacion 14281 | 147,25 15215 | 205,18L° | 21283° | 22049 | 10934 117,00 -211L°

10L8G 23968G | 247,34G | 25501C° 084G
316,20 | 361,84C | 395,75C1 -230,30C¢

Formulacién 14244 | 147,33 151,94 19927L° | 21336L° | 225911L° | 10258 113,77 -0.84L°
10L8G B 273,20 | 37569C | 396,72CC -345,88C¢

Formulacién 14263 | 149,17 15456 | 201,35L° | 21665L° | 22818L° 97,34 109,34 -7,70L°

20L4G 24351G° | 251,18G° | 258,85G° 017G
312,30 | 369,52C | 393,37C -187,17¢°

Formulacién 14543 | 155,00 160,73 |190,78.° |214521° 20,19° | 10682 | 11628 -4,95..°
20LAGE? 291,53c | 37028C" | 397,69C -298,85C¢

Formulacién 14215 | 147,33 152,94 19290L° | 21645.° | 224941° | 103,15 11358 -7,64L°

20L8G 24328G° | 24811G° | 25390G° -0,85G°
31585C" | 36565CY | 38399C" -182,60C°

Formulacién 14639 | 152,00 158,61 182871° | 21336L° | 22707L° | 104,70 112,42 -4,00L°
20L8G E 20520c" | 37030cY | 397,11C° -298,88C¢

2 DSC realizado después de los ensayos de cesién. ° Dato procedente de la fusién-descomposicion de la
lactosa monohidrato. ¢ Dato procedente de |a fusi 6n-descomposicién de la gentamicina. ¢ Dato procedente
de la fusién-descomposicién del cemento.
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Tabla 4. Determinaciones realizadas en el DSC para las formulaciones con HPMC y gentamicina.

ENDOTERMA DE FUSION (°C) T4 (°C)
MUESTRA ONSET PICO | ENDSET | ONSET | PUNTO DHysion
MEDIO descomposicion
(J/9)
Formulacion 24312G° | 24731G° | 25498G° | 109,.33C | 116,99CC -0,13G°
10H4G 178,33H° | 18599H°
Formulacién ¥, Y, ¥, 91,17C" | 102,38 Y
10H4G B 163,95H° | 168,20H°
Formulacion 24118G° | 251,19G° | 26065G° | 101,66C" | 11316C° -0,26G°
10H8G 178,33H° | 182,16H°
Formulacion Y Yy Y 102,58¢% | 109,91C° Yy
10H8G E* 165,69H° | 170,32H°
Formulacion 24348G° | 24731G° | 251,15G° | 10549C | 11316C° -0,10G°
20H4G 164,72H° | 168,50H°
Formulacién ¥, Y, Yy 98 72Cc" | 10547C° Y
20H4G B 162,79H° | 169,16H°
Formulacion 24347G° | 251,19G° | 25563G° | 10508C" | 11551C° 031G
20H8G 17650H° | 183,83H°
Formulacién ¥, Y, ¥, 10759C" | 11551C° Y
20HSG B 173,80H° | 179,50H°

8 DSC realizado después de |os ensayos de cesion. © Dato procedente de |a fusion-descomposicion de la
gentamicina. d Ty del cemento. ® T, de la Hidroxipropilmetilcelul osa.

La Fig. 3 muestra la curva de DSC para € sulfato de gentamicina en las condiciones
indicadas en materidles y métodos. En dicha curva se observa un pico endotérmico amplio a
105,33 °C correspondiente a perdida de agua y un pico a 244 °C, correspondiente a la fusén y
descomposicion de dicho farmaco. Este dato coincide con la bibliografia (Rosenkrantz y col.,
1980), (Merck Index, 1996).

Exo

Flujo de calor —

T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

T (°C)

Figura 3. Curva de DSC del sulfato de gentamicina.
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La lactosa es uno de los excipientes mas utilizados en farmacia que se emplea como
diluyente en comprimidos y capsulas asi como agente transportador en las formulaciones de los
inhadadores de polvo seco. Existen diferentes variedades comerciales de lactosa para facilitar su
empleo en distintas aplicaciones como puedan ser la obtencion de comprimidos con granulacion

via himeda previa o por compresion directa (Angberg, 1995).

La lactosa es un dsac&rido compuesto de galactosa y glucosa, que existe en dos formas
isomericas Opticas a y b lactosa En solucion acuosa las moléculas de lactosa sufren una
mutorotacion hasta alcanzar un equilibrio que consiste en un 38% de la forma a y un 62% de la
forma b (Lerk y col., 1983). Las formas cristalinas de a y b lactosa difieren en sus propiedades
fiscas de forma que presentan diferentes valores de densidad, solubilidad y punto de fusion.
(Chidavaenzi y col., 1997), (Angberg, 1995).

Laforma b no existe en forma de monohidrato (Berlin y col., 1970), (Berlin y col., 1971).
Esta lactosa anhidra es un polimorfo estable cuyo punto de fusién y descomposicion se encuentra
recogido en la bibliografia entre 230 °C y 235 °C (Figura, 1993), (Berlin y col., 1971), (Angberg,
1995). Esta forma b puede encontrarse también en una forma vitrea, estable a bajas humedades
relativas y es importante destacar que es una forma higroscépica bajo condiciones ambientales de
ata humedad.

La forma a- lactosa a su vez puede encontrarse en tres formas diferentes. La forma
a.- lactosa es una forma anhidra estable cuyo DSC no presenta pico de deshidratacion a 150 °C y
sin embargo presenta un pico endotérmico entre 211-224 °C que corresponde a pico de fusiény
descomposicion. La formaay- lactosa es una forma anhidra higroscopica que puede absorber hasta
un 5% de agua, y cuya curva de DSC tampoco presenta € pico de deshidratacion a 150 °C y se
caracteriza por la presencia de un pico exotérmico arededor de 170 °C producido por la
recristalizacion (distorsiones de red) y un pico endotérmico de fusion y descomposicion por encima
de 200 °C (Figura, 1993). Laforma a- lactosa monohidrato presenta una curva de DSC con un pico
endotérmico de deshidratacion entre 143-152 °C (Giron y col., 1989), (Figura, 1993), (Chidavaenzi
y col., 1997) y un pico endotérmico de fusién, descomposicion entre 204-223 °C (Chidavaenzi y
col., 1997), (Figura, 1993), (Giron y col., 1989), (Berlin y col., 1971). Esta gran dispersion en la
medida por DSC del punto de fusidn correspondiente a a- lactosa monohidrato obtenido por
diversos autores se debe fundamentalmente a que: i) la lactosa comercia utilizada no es pura, ii) la
a- lactosa monohidrato es muy sensible a la forma de encapsular la muestra en los contenedoresy
iii) tratamientos previos y variaciones en las variables de disefio. Segin agunos autores
(Chidavaenzi y col., 1997) e pico de fusdén no corresponde a una especie Unica sSno que

representa la fusion de la mezcla de varias formas polimorficas de lactosa. Debido a que e grado
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de pureza de la muestra utilizada no es del 100% puede existir un porcentaje pequefio y estable de
b-lactosa anhidra y adiciondmente alguna forma vitrea estable para humedades bagas pero

higroscopica para humedades altas (A ngberg, 1995).

En laFig. 4 se muestran las curvas de DSC de los diferentes tipos de lactosa recogidas en

la bibliografia.
[
B
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Figura 4. Curvas de DSC de diferentes tipos de lactosa.

La Fig. 5 muestra la curva de DSC para a-lactosa monohidrato en las condiciones
indicadas en materiales y méodos. En dicha curva se observa que la endoterma de deshidratacion
comienza aproximadamente a 141,40 °C presenta un pico a 147,67 °C y vuelve a la linea base a
153,73 °C. La endoterma de fusion comienza a 216,43 °C tiene un maximo de fusién a221,50°Cy
recobra la linea base a 224,29 °C. A temperaturas mas atas la muestra sufre descomposicion y
carbonizacion. Estos datos concuerdan con los anteriormente mencionados para la a-lactosa

monohidrato.

48



Propiedades térmicas y cristalinidad de cementos 6seos acrilicos
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Figura5. Curvade DSC delalactosa monohidrato.

El otro excipiente empleado como modulador de la cesién en estos cementos modificados
fue la hidroxipropilmetilcdulosa. Este polimero derivado de la cdlulosa es un excipiente
farmacéutico que se sude utilizar como aglutinante en formulaciones de comprimidos, como
agente suspensor en formulaciones topicas, por gemplo en gotas oftdmicas, como componente de
cubiertas poliméricas y en comprimidos meatricides de cesion sostenida (Handbook of
pharmaceutical excipients, 2000). La inclusién de un polimero hidrosoluble como la HPMC en la
matriz formada por cemento 6seo tiene por objeto modificar la velocidad de cesién de la
gentamicina a crear canales acuosos por donde € principio activo puede difundir. En la
bibliografia se muestran discrepancias importantes en cuanto a los valores de T, de este derivado de
celulosa que se atribuyen ala técnica analitica empleada, DSC o MTDSC (Modulated Temperature
Differential Scanning Calorimetry), al tamafio de las muestras andlizadas, a los parametros
seleccionados para € desarrollo del método como la velocidad de calentamiento de las muestras,
etc. De forma que, por giemplo Entwistle y Rowe, establecen que su valor es 177 °C, mientras que
McPhillips indica que es de 162 °C, y Sakellariou reflgjan vaores de 157 °C para las muestras en
forma de finas peliculas y de 180 °C para las muestras de este excipiente en forma de polvo
(Entwistley Rowe, 1979), (McPhillips y col., 1999), (Sakellariou y cal., 1986).

La Fig. 6 muestra la curva de DSC de un primer calentamiento de la HPMC en la que se
gprecia un ancho pico endotérmico que comienza a 26,29 °C que acanza su maximo a 70,17 °C y
finaliza a 100,97 °C y que se corresponde con h pérdida de agua de la muestra. A partir de
266,30 °C comienza a aparecer un pico exotérmico que se corresponde con la descomposicion de la
HPMC.
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Figura6. Curva de DSC del primer calentamiento de la HPMC.

La FHg. 7 muestrala curva de DSC de un segundo calentamiento de la HPMC, en la que se
obtiene un valor de 162,24 °C para la temperatura de transicion vitrea, Ty. El principio de la
transicion ocurre a 161,07 °C. Este resultado concuerda con los descritos en la literatura

anteriormente (McPhillipsy col., 1999).

Flujo de calor — Exo
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Figura 7. Curva de DSC del segundo calentamiento de la hidroxipropilmetilcelulosa.
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PMMA es un material polimérico transparente y es @ principal componente de los
cementos 0seos acrilicos, la temperatura de transicion vitrea del PMMA es de aproximadamente
100 °C (Kuoy cal., 2003).

En la Fig 8 se muestran las curvas de DSC correspondientes al cemento éseo comercia
cMw1° Radiopaco y a cemento 6seo comercia incluyendo sulfato de gentamicina En ambos
casos se utilizo  componente en polvo. Para e cemento comercia sin gentamicina la curva de
DSC presenta una transicion que comienzaa 109,92 °C y la T, se alcanzaa 115,58 °C, la endoterma
de descomposicion comienza a 226,03 °C acanzando € pico maximo a 262,60 °C, datos que
concuerdan con los observados en la bibliografia (Kuo y col., 2003), (Colom y col., 2001). Para €
cemento comercial con gentamicina la transicion comienza a 92,92 °C y la T, se alcanza a
112,75 °C, la endoterma de descomposicion comienza a 214,70 °C acanzando € pico maximo a
262,60 °C. Como se puede observar, la inclusion de gentamicina en la muestra no modifica
drésticamente e comportamiento térmico del cemento 6seo y solamente se observa un ligero
desplazamiento de la T, hacia valores menores. El pico endotérmico de fusion correspondiente a la
gentamicina que deberia aparecer a 244 °C no se aprecia en la curva de DSC debido a que se

encuentra enmascarado por € pico endotérmico de descomposicion del cemento (262,60 °C).

— CMW1 Gentamicina
—— CMW1 Radiopaco

Flujo de calor—= Exo

T
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Figura 8. Curvas de DSC del 2° calentamiento del componente en polvo de |os cementos cMw1° Radiopaco
y CMW1° Gentamicina.
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En la Fig 9 se recogen las curvas de DSC de segundo calentamiento de los cementos
comerciales una vez polimerizados. El cemento comercia polimerizado que contiene gentamicina
inicia su cambio de temperatura de transicion vitrea a 97,78 °C y € punto medio aparece a
113,10 °C, mientras que & cemento comercia polimerizado sin gentamicina € punto medio se
observa a 109,27 °C. Estas pequeiias diferencias en la temperatura de transicion vitrea no se
consideran significativas debido a pequefio cambio energético que han sufrido las muestras. En
esta gréfica s que se observa € pico de fusion correspondiente a la gentamicina (251,06 °C). En
ambas gréficas los picos endotérmicos de descomposicion del cemento aparecen a 372,64 °C. El
desplazamiento hacia temperaturas superiores del pico de descomposicion del cemento
polimerizado 372,64 °C en comparacion con € pico de descomposicion del cemento en polvo
262,60 °C se atribuye a la presencia del peroxido de benzoilo en la muestra del cemento en polvo

gue acelera la descomposicion del PMMA.

CMW1 Gentamicina
CMW1 Radiopaco

Exo

Flujo de calor —=
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Figura 9. Curvas de DSC del 2° calentamiento de |os cementos polimerizados CMW1° Radiopacoy CMW1°
Gentamicina.

En la Fig. 10 se recogen las curvas de DSC dd cemento comercia polimerizado que
incluye gentamicina en su composicion antes y después de redlizar el ensayo de cesion. Ambas
muestras presentan valores de Ty similares 113,10 °C y 116,93 °C paralas muestras antes y después
de ser sometidas al ensayo de cesion respectivamente, similares ademés al valor de T, recogido en
la bibliografia para € PMMA. Los picos de descomposicion de ambas muestras aparecen a
372,64 °C de forma que d ensayo de cesién no ha influido en la estabilidad de estos cementos
0seos. Es de destacar que la muestra que no ha sido sometida al ensayo de cesion recoge € pico de

fusién de la gentamicina mientras que este pico no aparece en la curva de la muestra que ha sido
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sometida a ensayo de cesién de lo que se deduce que la pequefia liberacion de gentamicina ha sido
suficiente para que su deteccién quede por debgo del limite de sensibilidad del método.

Ensayado
No ensayado

Flujo de calor — Exo

T -— 1 77
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
T (°C)

Figura 10. Curvas de DSC del 2° calentamiento del cemento CMW1° Gentamici na, antes y después del
ensayo de cesion.

A continuacién a modo de giemplo se muestra la curva de DSC de 1° calentamiento de uno
de los cementos modificados que contienen lactosa en su composicion, concretamente una
formulacion que contiene un 20% de lactosa 'y un 4% de gentamicina. En esta Fig. 11 se aprecia
claramente un primer pico endotérmico a 149,17 °C que se corresponde con la pérdida de una
molécula de agua de la deshidratacion de la a- lactosa monohidrato. La confirmacion de que esta
lactosa que contienen las muestras es la a- lactosa monohidrato se comprueba por € siguiente pico
endotérmico que aparece a 212,83 °C y por la inexistencia de picos exotérmicos a 170 °C
(Chidaveenzi y col., 1997), (Figura, 1993), (Girony col., 1989), (Berliny col., 1971).
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Figura 11. Curva de DSC del 1° calentamiento del cemento modificado polimerizado 20L4G.

LaFig. 12 representalas curvas de DSC (2° calentamiento) de las muestras de |os cementos
modificados que contienen lactosa En esta figura se observa que e pico de fusion y
descomposicion correspondiente a la lactosa es mayor a medida que se incrementan |os porcentajes
de lactosa en las formulaciones. Este mismo hecho también ocurre con los picos de fusén de la
gentamicina (que aparecen arededor de 250 °C). Permanece la T, del PMMA en todas las
formulaciones con vaores similares a los referidos en la bibliografia (109,34 °C-117 °C) (Kuo 'y
col., 2003), (Colom y col., 2001). Finalmente los picos de descomposicion que aparecen entre 361-
369 °C concuerdan con los picos de descomposicion del cemento comercia. De todo lo cua se
deduce que no ha habido interaccion entre la lactosa 'y € resto de los componentes del cemento

0seo.
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Figura 12. Curvas de DSC del 2° calentamiento de |os cementos modificados con lactosa y gentamicina.

En la Fig 13 se pueden ver las curvas de DSC del segundo caentamiento de las
formulaciones que contienen lactosa después de haber realizado los estudios de cesion. La T, del
polimero (112,03 °C-116,28 °C) se mantiene igua a la del cemento comercia. El pico de
descomposicion del PMMA continua apareciendo a 370 °C lo que junto a su valor de T, indicaque
no se ha producido alteraciones de estos cementos comerciaes que contienen lactosa con € estudio
de cesidn. El pico de fusién y descomposicion de la lactosa presenta mayor érea cuanto mayor
porcentgje de lactosa se incluye en la formulacion pero la intensidad del pico es menor que en los
cementos a los que no se le harealizado e estudio de cesidn lo que confirma que parte de lalactosa
se ha disuelto en € ensayo aungue todavia queda un remanente de lactosa en las formulaciones que
es mayor en las formulaciones que contienen un 20% de este excipiente. Estos picos de la lactosa
aparecen entre 209-214 °C y se corresponden con la a- lactosa monohidrato. En estas curvas no se
aprecian los picos de fusién de la gentamicina a igua que ocurria en & cemento comercia tras €

estudio de disolucion.
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Figura 13. Curvas de DSC del 2° calentamiento de los cementos modificados con lactosa y gentamicina
después del ensayo de cesién.

En la siguiente Fig. 14 se muestran las curvas de DSC de los cementos modificados con la
HPMC antes del ensayo de cesion (2° calentamiento). En estas curvas a partir de 260 °C se
empiezan apreciar cambios endotérmicos debidos a la descomposicion tanto de la HPMC como del
PMMA. Los picos correspondientes a la fusion de la gentamicina son nuevamente mas intensos
cuanto mayor es el porcentaje de antibidtico en e cemento. La presencia de las dos temperaturas de
transicion vitreas de PMMA y del HPMC indican que no se ha producido una interaccion entre

ambos polimeros.

Estos cambios de transicion vitreos son mas acusados en las muestras de los cementos tras
haber sido sometidos a los ensayos de cesién (Fig. 15) por 1o que tampoco tras €l ensayo de cesion
se ha producido ninguna alteracion evidente. Como en las otras muestras de los cementos
ensayados no aparecen |os picos de fusién correspondientes a la gentamicina.
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Figura 14. Curvas de DSC del 2° calentamiento de |os cementos modificados con HPMC y gentamicina.
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Figura 15. Curvas de DSC del 2° calentamiento de los cementos modificados con HPMC y gentamicina
después del ensayo de cesion.

Por lo tanto se puede concluir que no se aprecian problemas de incompatibilidad entre los
componentes dd cemento dseo y los excipientes moduladores de la cesion en las proporciones

ensayadas (lactosae HPMC).
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3.3.2. DIFRACCION DE RAYOS X

En laFig. 16 se muestra e espectro de la gentamicina. Como se observa en esta figura la
gentamicina se presenta en estado amorfo con un halo centrado aproximadamente en 2y =20°.
Estudiando esta muestra por microscopia electronica de barrido se ve que la particulas de
gentamicina presentan una forma esférica con una o varias hendiduras (Fig. 17) que indican que se
obtuvieron por un proceso de atomizacion. Este resultado esté de acuerdo con la interpretacion de

difraccion de rayos X ya que la atomizacion produce particulas en estado amorfo (Torrado y col.,
2001).
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Figura 16. Espectro del sulfato de gentamicina.
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Figura 17. Fotografia del sulfato de gentamicina (" 1000).
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En laFig. 18 se muestra @ perfil de cristdinidad de la lactosa utilizada en estos ensayos.
De acuerdo con la bibliografia se han caracterizado, por difractometria de rayos X, tres estructuras
cristalinas de la a-lactosa (a-lactosa monohidrato, a-lactosa anhidra higroscopicay a-lactosa
anhidra estable) (Fries y col., 1971) (Beevers y Hansen, 1971) y una estructura cristalina de la b-
lactosa (Platteau y col., 2004). Asi mismo, se han identificado compuestos mixtos a-b-lactosa con
diferentes estequiometrias (Drapier-Beche y col., 1998).

En la Fig. 18 se gprecian picos especificos a 12,5°; 16,5°; 17°; 19°; 19,5°; 19,8% 20,7° y
21,1°, que concuerdan con los picos de difraccion que se recogen en la bibliografia para la
a- lactosa monohidrato (Garnier y col., 2002) y en la base de datos del CAl de difraccion de rayos
X dela UCM. La ausencia de pico caracteristico a 10,5° de la forma b- lactosa reflgjala ausencia
de este polimorfo de lactosa.

Intensidad

02q
Figura 18. Espectro de la a lactosa monohidrato.

En la Fig. 19 se muestra € espectro de la HPMC. Como se observa en esta figura la

hidroxipropilmetilcelulosa se presenta en estado amorfo con un halo centrado aproximadamente en
2q =19°.
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Figura 19. Espectro dela HPMC.

El espectro correspondiente al cemento CMW1° Radiopaco en polvo (Fig. 20) muestra un
halo amorfo centrado en 2y =14° y varios picos agudos caracteristicos de estructuras cristalinas en
2q = 20,4°; 22,7°; 24,8°; 25,8°%; 26,8°%; 28,7°; 31,5°; 32,7°; 40,7°; 42,5°; 42,9°; 43,9°; 49,0°. El hdo
amorfo puede ser atribuido a polimero PMMA mientras que los picos previamente descritos
corresponden a sulfato de bario (Torrado y col., 2001) (CAl, difraccién de rayos X, UCM).
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Figura 20. Espectro del componente en polvo del cemento comercial CMW1° Radi opaco.
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Si comparamos € espectro del componente en polvo del cemento CMW1° Radi opaco y de
este cemento polimerizado (Fig. 21) se puede ver como € halo amorfo es de menor intensidad en €
cemento polimerizado, y por otra parte los picos de difraccién de los compuestos cristalinos del
cemento polimerizado presentan una mayor intensdad que sus correspondientes picos en €
cemento en polvo. Las diferencias observadas se atribuyen a que las muestras de cemento
polimerizado son piezas irregulares que no presentan los mismos defectos geométricos de
observacion que las muestras de cemento en polvo, de tal manera que la comparacion de ambas
muestras se considera cudlitativa. Debido a que € halo amorfo y los picos de difraccion cristalinos
observados en ambas muestras se presentan a los mismos angulos de difraccion, se puede concluir
gue durante la polimerizacion no se ha producido una interaccion entre e sulfato de bario cristalino
y € PMMA amorfo ni del sulfato de bario con € resto de los componentes de la formulacion. Por
otra parte, también es posible que d PMMA prepolimerizado absorba una mayor cantidad de rayos
X gue & mismo polimero tras € proceso del curado del cemento. Esta hip6tesis explicaria la mayor
intensidad del halo amorfo correspondiente al PMMA vy la menor intensidad de los picos del sulfato
de bario en lamuestra del cemento en polvo.

CMW1 Radiopaco polimerizado

CMW1 Radiopaco en polvo

Ao WA

I ™

T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
02q

Intensidad

Figura 21. Espectros del componente en polvo del cemento comercial CMW1° Radiopaco y del cemento
polimerizado.

La incorporacion de gentamicina a cemento no modifica précticamente e espectro (Fig.
22). Los halos amorfos estén centrados en 21 = 14° y los picos debidos a sulfato de bario no se

modifican.
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El hao amorfo de la gentamicina esta enmascarado por € hao amorfo ded PMMA.
Ninguna de las proporciones afiadidas de gentamicina (4, 6, 8%) ha producido interaccion alguna
con € resto de los componentes del cemento sin polimerizar.

8% G
L’ 6% G

4% G

Ty

T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Intensidad

Figura 22. Espectros de las mezclas fisicas del componente en polvo del cemento comercial CMW1°
Radiopaco y distintos porcentajes de sulfato de gentamicina.

La incorporacién de a- lactosa monohidrato en la mezcla fisica hace que aparezca un pico
29 = 12/4° claramente separado del resto de picos de difraccion, asi como un pico de gran
intensidad a 19,8° ambos caracteristicos de este excipiente (Fig. 23). El pico correspondiente a
12,4° es mas intenso en las muestras a medida que éstas tienen una mayor proporcion de lactosa.
Sin embargo a igual proporcion de lactosa este pico es menor cuanto mayor es € porcentgje de
gentamicina contenido en la muestra (ver muestras 20% L, 4% Gy 20% L, 8% G). Lo mismo
ocurre con € pico correspondiente a la lactosa de 19,8° y en los digtintos picos de difraccion
correspondientes a sulfato de bario. Este hecho se puede atribuir a una posible absorcién de los

rayos X por parte de la gentamicina, sobre todo cuando esta se encuentra en una proporcion
elevada 8%.
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20% L, 8% G
20% L, 4% G
15% L, 6% G
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10% L, 4% G
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Figura 23. Espectros de las mezclas fisicas del componente en polvo del cemento comercial CMW1°
Radiopaco y distintos porcentajes de sulfato de gentami cina y lactosa monohidrato.

En laFig. 24 se presentan los espectros de las mezclas fisicas del cemento con laHPMC'y
la gentamicina. Estos espectros no se modifican con la adicién ni de gentamicina ni de la HPMC,
ya que ambos compuestos son amorfos y sus halos centrados a 20° se superponen con € halo

amorfo dedd PMMA (14°). El resto de picos de difraccion observados en la muestra son debidos al
sulfato de bario.

Intensidad
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Figura 24. Espectros de las mezclas fisicas del componente en polvo del cemento comercial cMw1®

Radiopaco y distintos porcentajes de sulfato de gentamicina e HPMC.
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El estudio de difraccion de rayos X de las mezclas fisicas del componente en polvo de los
cementos modificados indica que la estructura cristalina tanto de la lactosa como del sulfato de

bario se mantiene inaterada.

En la Fig. 25 se presentan los espectros del cemento polimerizado CMW1° Gentamicina
antes y después de los ensayos de cesion. Ambos espectros de difraccidn son précticamente iguaes,
lo cua esta de acuerdo con los ensayos de velocidad de cesidn, segun los cuaes € porcentagje de
gentamicina cedido no alcanza & 3% y € resto de los componentes no son hidrosolubles o estan
atrapados en la matriz poliméricay no se liberan.
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Figura 25. Espectros del cemento comercial CMW1° Gentamicina antes y después de | os ensayos de cesion.

En la Fig. 26 se presentan los espectros de los cementos modificados con distintas
proporciones de lactosa y gentamicina. La ausencia del pico a 12,4° correspondiente ala lactosa en
las muestras que contienen un 20% de este excipiente no se atribuye a que esta lactosa se encuentre
en forma amorfa ya que como se ha visto en los estudios de calorimetria diferencia de barrido
contienen lactosa en su forma a- lactosa monohidrato. Estas muestras con un 20% de lactosa
presentan también una menor intensidad del pico de la lactosa correspondiente a 19,8° y de todos
los picos de difraccion ded sulfato de bario, 1o que se atribuye a la gran irregularidad de la
superficie de estas muestras, como se observé en e estudio de microscopia electronica de barrido.
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Figura 26. Espectros de los cementos modificados con lactosa y sulfato de gentamicina.

En la Fig. 27 se presentan los espectros de los cementos modificados con lactosa y
gentamicina después de haberse realizado |os ensayos de cesién. En este caso, € pico de la lactosa
de 12,4° queda enmascarado por € halo amorfo del PMMA. Por otra parte, se apreciaclaramente el
pico de difraccion correspondiente alalactosaa 19,8° en las dos muestras que contienen un 20% de
lactosa. Este pico no se observa en las muestras que contienen un 15% y un 10% de lactosa. Sin
embargo, en los estudios de caorimetria diferencia de barrido s se observa que los cementos con
un 10% de lactosa presentan € pico de fusion correspondiente a este excipiente tras € ensayo de
cesion (ver Fig. 13). Por lo que las diferencias en los difractogramas de estos cementos ensayados
se aribuyen nuevamente a la dificultad del andlisis mediante PXRD de muestras de forma

irregular.
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Figura 27. Espectros de |os cementos modificados con lactosa y sulfato de gentamicina después del ensayo
de cesion.

En la Fig. 28 se presentan los espectros de los cementos modificados con HPMC y
gentamicina. El hao amorfo correspondiente a solapamiento de los halos amorfos dd PMMA, la
HPMC y la gentamicina es menos intenso en estas muestras polimerizadas que en las mismas
muestras sSin polimerizar, ver Fig. 24, o que sugiere nuevamente que € PMMA prepolimerizado
absorbe una mayor proporcién de rayos X que € sometido a proceso de fraguado (ver Fig. 21). La
mayor intensidad del halo amorfo de las muestras que contienen un 20% de HPMC es debido asu

mayor contenido de este excipiente amorfo.
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Figura 28. Espectros de |os cementos modificados con HPMC y sulfato de gentamicina.

En la Fig. 29 se presentan los espectros de los cementos nodificados con HPMC y
gentamicina después de |os ensayos de cesion. La muestra que contiene un 15% de HPMC presenta
un mayor halo amorfo que las muestras que contienen un 10% y un 20% de HPMC, sin embargo
esta diferencia de intensdad del halo amorfo no se puede atribuir a que exista una mayor
proporcion de este excipiente amorfo tras € ensayo de cesion ya que esta misma muestra también
presenta una mayor intensidad en los picos de difraccion correspondientes a sulfato de bario. Por
lo que las diferencias observadas se atribuyen a diferencias en la orientacion de la superficie de las
muestras durante su analisis.
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Figura 29. Espectros de los cementos modificados con HPMC y sulfato de gentamicina después del ensayo

de cesion.
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4, INFLUENCIA DE MODULADORES DE CESION EN LAS PROPIEDADES
MECANICASDE CEMENTOSOSEOSACRILICOS

4.1. INTRODUCCION

Los materiales en condiciones habituales de utilizacion estan sometidos a fuerzas o cargas,
esto les ocurre a los cementos 6seos en € lugar de implante. Para garantizar la integridad
estructural es necesario conocer las caracteristicas del material, y disefiar la pieza de tal manera que
cualquier deformacion resultante no sea excesiva 'y no se produzca la rotura. La caracterizacion
mecanica nos permite predecir la respuesta del material en funcion de las cargas aplicadas
(Caligter, 1995). Asi podemos definir la biomecanica como la ciencia que estudia las fuerzas y la

energia sobre los sistemas biol égicos (Munuera, 1996).

Las propiedades mecénicas de los materiales se determinan realizando ensayos controlados
en d laboratorio, que tratan de reproducir las condiciones de servicio hasta donde sea posible. Los
factores que deben considerarse son la naturaleza de la carga aplicada y su duracion, asi como las
condiciones del medio en que se encuentra el material.

411. PROPIEDADES MECANICAS DE LOS MATERIALES

4.1.1.1. TENSIONESEN UN SOLIDO

Latension s se define mediante la relacion:

s =£ de formamas generd s =d—F

en donde dF es € diferenciad de la carga instanténea aplicada en un diferencial de
superficie, dA, mientras que F es la carga media aplicada sobre una superficie A,. En € sistema
internacional (Sl) la fuerza viene expresada en newtons (N),y A, es € area de la seccion origina
antes de aplicar lacargaen nt. La unidad de tensién en e Sl es el pascal (Pa).

Para nuestro trabagjo cabe distinguir dos tipos de tension: normaes y de cizala, como
podemos observar en laFig. 1 (Cdlister, 1995).

Dado un dF actuando en un punto P de un sdlido con superficie diferencia dA, puede

descomponerse la fuerza seglin dos componentes:
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dF. , dF

o

dF,P Perpendicular ala superficie.

dF,

=s,bP Tensonnorma o axid.

dF b Pardeo alasupeficie

dF
—L =t b Tengén tangencid o decizdla

dA
Como gemplo de tension normal (traccién s ,,>0; compresion s ,<0).

—
e,
(=)

-
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s
g
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\
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(c)
Figura 1. (a) llugracién esquematica de como una carga de traccion produce un alargamiento y una
deformacion longitudinal positiva. Las lineas discontinuas representan la forma antes de la deformacion; las
lineas sdlidas, después de la deformacion. (b) Ilustracién esquematica de cémo una carga de compresién
produce una contraccion y una deformacion longitudinal negativa. (c) Representacién esquematica de la
deformacion de cizalladura, g donde g= tan g
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4.1.1.2. DEFORMACIONESEN UN SOLIDO

La deformacion longitudinal o axial se define como

en donde |, es la longitud original antes de aplicar la carga, y |; es la longitud después de
haberse aplicado la carga. Habitualmente la diferencia l;- |, se representa s mplemente mediante DI,

gue es e adargamiento producido por la fuerza gplicada, o cambio en longitud en un instante
determinado, con respecto a la longitud inicial. La deformacion es adimensiona y suele expresarse

en porcentgje.

La deformacién tangencial o de cizalla se define como

g=2
C

en donde DI es & cambio en longitud en un instante determinado producido en direccion de

las tensiones tangencidesy C eslalongitud inicid en direccion perpendicular.

La deformacion puede ser elastica o pléstica.

Defor macion elastica

Cuando se cumple que la deformacidon es reversible d retirar la tension aplicada, la

deformacién se denomina deformacion el astica.

Forma general de la ley de Hooke- para deformaciones elasticas y lineales

En & caso més general, un elemento de material esta sometido a tres tensiones normales
perpendiculares entre si, sy, Sy, S,, acompariadas de tres deformaciones g,, g, e,, respectivamente,
analogamente hay tensiones tangenciaes, t,, ty, t,;, que dan lugar a deformaciones de cizala g,
0w 9. Larelacion general entre tensiones aplicadas y deformaciones producidas viene dada por la

ley de Hooke (Ortiz, 1990):

e :%SX - I’](Sy +SZ)]
e ==k, nls, +s.]
ez :%Sz_ n(sx+sy)]
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E = Mddulo de dagticidad (Pa) y n = Modulo de Poisson (adimensiona). Estos dos
parametros son caracteristicos del material.

Cuando un materia esta sometido a una carga de traccion simple se produce en & un
aumento de longitud en la direccion de la carga, asi como una disminucion de las dimensiones
laterales perpendiculares a éste. La relacion entre la deformacion en la direccion lateral y lade la
direccién axia se define como moédulo de Poisson.

G = MoAdulo de cizalladura. Es decir, la pendiente de la region elastica de la curva tension-
deformacion de cizalladura.

El médulo de cizalladura'y € modulo de easticidad estén relacionados entre si y con €
maodulo de Poisson mediante la relacion:

E
2(1+n)

Comportamiento bajo cargas uniaxiales- en régimen elastico

En & caso de cargas normaes solo a lo largo de un ge tenemos que la ley de Hooke se

reduce &
s = Ee
considerando solamente la deformacién en la direccion de la carga.

En la préctica tal ®mo se muestra en la Fig. 2 d representar la tension en € ge de
ordenadas en funcion de la deformacion en e g e de abscisas se obtiene unarelacion lineal. A partir
dd limite de dadticidad lineal, & material va a presentar un comportamiento elastico no lined,
(Cdlister, 1995).
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Limite de elasticidad linsal
Zona elastica no lineal

Descarga

Mébdulo de elasticidad

Tensidn

Carga

%

Deformacian

Figura 2. Diagrama esguematico tensidn-deformacién con deformacion elastica para ciclos de carga-
descarga.

La pendiente de este segmento lineal corresponde a modulo de easticidad E. Este médulo
puede ser interpretado como la rigidez, es decir, la resistencia de un material a la deformacion
eléstica. Cuanto mayor es e modulo, més rigido es e materia y menor es la deformacion eéstica
gue se origina cuando se aplica una determinada tension. EI médulo es un parametro de disefio
importante utilizado en € calculo de las deformaciones. Los valores del médulo de eagticidad para
los polimeros concretamente parael PMMA variaentre 3,3y 4,7 GPa (Callister, 1995).

La deformacion eléstica no es permanente, 1o cua significa que cuando se retira la fuerza,
la pieza vuelve a su forma original. Ta como se muestra en € diagrama tension-deformacion de la
Fig. 2, a retirar lacarga, la curva es recorrida en la direccion opuesta volviendo al origen.

Propiedades elasticas de los materiales

Cuando sobre un material se aplica una traccion, se produce un aargamiento en régimen
elastico y una deformacion e, en ladireccion de la carga aplicada (la cual se tomara arbitrariamente
como la direcciéon z), ta como se indica en la Fig.3. Como resultado de este alargamiento, se
producirén constricciones en las direcciones laterales (x e y) perpendiculares a la direccion de la
aplicacion de latension. A partir de estas contracciones, se pueden determinar las deformaciones de
compresion e,y e,. Se define un parametro denominado coeficiente de Poisson como €l cociente

entre las deformaciones laterales y axiaes, asi:

>
1
0|0

1
eZ
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D /
e_D./2  &_ /2
2 ly, 2 Loy
Figura 3. Alargamiento axial (z) (deformacion positiva) y contracciones laterales (x ey) en respuesta a una

traccién aplicada. Las lineas continuas representan las dimensiones después de aplicacion de la carga; las
Iineas discontinuas antes.

Tedricamente & coeficiente de Poisson para solidos isotrpicos (en los que | as propiedades
mecanicas son idénticas, sea cua sea la direccion de aplicacion) debe estar entre O y un valor
méaximo de 0,50.

Muchos materidles son estructuramente anisdtropos lo que da lugar a que €
comportamiento eléstico (y por tanto E) varia seguin la direccion cristalografica o microestructura
del material. En estos materiales las propiedades elésticas estén caracterizadas solo mediante la
especificacion de varias constantes elésticas y su nimero depende de las caracteristicas de la

estructura cristalina o microestructural.

Deformaci6n plastica

Para la mayoria de los materiales sobre todo en los metaes, la deformaciéon elastica
Unicamente persiste hasta deformaciones de arededor de 0,2%. A medida que € materid se
deforma més ala de este punto, la tensén degja de ser proporciond a la deformacion (la ley de
Hooke, dgja de ser valida) y ocurre deformacion pléstica, la cua es permanente, es decir no
recuperable. Se denomina tension de cedencia a la tenson a partir de la cud se producen
deformaciones permanentes en el material.

La deformacion pléstica no siempre aparece y muchas veces € material rompe en régimen
elagtico.
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4.1.1.3.CEDENCIA Y LIMITE ELASTICO

La mayoria de las estructuras se disefian de ta manera que solamente presenten
deformacion elastica cuando estan sometidos a tensiones. Por consiguiente, es deseable conocer €
nivel de tensiones para € cual empieza la deformacidn pléstica, es decir, cuando ocurre €
fendbmeno & cedencia. Para los metales que experimentan la transicion elastoplastica de forma
gradud, € punto de cedencia puede determinarse como la desviacién inicia de la linedidad de la
curva tension-deformacion; este punto se denominalimite proporcional, y estaindicado por P enla
Fig. 4. La posicién de este punto no puede ser determinada con precision, ya que hay cierto
comportamiento elastico no lineal. Por este motivo se ha establecido una convencion por la cua se
traza una linea recta pardela a régimen déstico lineal del diagrama de la tensidén-deformacion
desplazada por una determinada deformacion, usualmente 0,2%. La tension correspondiente a la
interseccion de esta linea con € diagrama tension - deformacion cuando éste se curva se denomina

limite elastico d 0,2%, s, 0 limite de tension de cedencia. Esto se muestraen laFig. 4.

Eldstico. Plistico
- ;

——

Elaatico
na lineal

Tiensidin

/S

« Deformacian
—al bls— 0,002

Figura 4. Curva de traccion tipica de un metal que muestra las deformaciones elastica y plastica, el limite
proporcional Py el [imite elastico sy determinado como la tension para una defor macion plastica del 0,2%.
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4.1.1.4. TENACIDAD

La tenacidad es la capacidad de un material de absorber energia antes de la fractura. La
geometria de la probeta asi como la manera con que se aplica la carga han de tenerse en cuentaen
la determinacion de la tenacidad. Ademés, la tenacidad de fractura es una propiedad que nos indica
laresistenciaalafractura.

La resistencia de fractura nos indica la resistencia de un materia a que una grieta se
propague en su interior (Calister, 1995).

412, COMPORTAMIENTO TENSION-DEFORMACION EN POLIMEROS

El comportamiento mecanico de los polimeros se caracteriza con los mismos parametros
utilizados para los metales. modulo eéstico, resistencias a la traccion, a impacto, a la fatiga, etc. El
ensayo tension-deformacion se emplea para caracterizar parametros mecanicos de muchos
materiales poliméricos. La mayoria de las caracteristicas mecanicas de los polimeros son muy
sensibles a la velocidad de deformacion, a la temperatura y a la naturaleza quimica de medio

(presencia de agua, oxigeno, disolventes organicos, etc.).

Los materiales poliméricos pueden presentar tres tipos distintos de comportamiento de la
curvatension — deformacidn, como se representaen la Fig. 5. La curva A corresponde al caso deun
polimero fragil, ya que se rompe cuando aln esté en régimen el&stico. EI comportamiento del
material representado por la curva B es parecido a de los metales: después de la deformacion
eléstica inicid € material cede y se deforma plasticamente hasta rotura. Findmente, €
comportamiento descrito por la curva C es totalmente eléstico, aunque no linea hasta rotura. Este
es e caso de la goma (grandes deformaciones recuperables producidas por pequefios esfuerzos) es
propia de los polimeros denominados el astomer os.
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Figura 5. Comportamiento tension — deformacion de los polimeros: fragil (curva A), plastico (curva B) y
con elevada elasticidad (elastomero) (curva C).

A los polimeros fragiles como € PMMA (cemento objeto de estudio) se les llama
guebradizos y alos polimeros plésticos se les llama ductiles (tienen una deformacién considerable

antes de rotura).

El modulo de eagticidad, la resistencia a la traccion y la ductilidad de los polimeros se

determinan como en los metales.

Las caracteristicas mecanicas de los polimeros son mucho més sensibles a las variaciones
de temperatura, en condiciones ambientales, que la de los metales debido a su estructura molecular.
Al observar e comportamiento tension-deformacion del polimetacrilato de metilo a temperaturas
comprendidas entre 4 y 60 °C, se aprecia que € incremento de temperatura produce: (1)
disminucion del modulo eéstico, (2) disminucion de la resstencia a la traccion y (3) aumento de la
ductilidad; e polimero es totalmente ¥agil a 4 °C mientras que a 50 y 60 °C experimenta una
considerable deformacion pléstica (Callister, 1995).

En este trabgjo se persiguié determinar las propiedades mecénicas de los cementos 0seos
comercides y modificados por nuestro grupo de investigacion para dar una respuesta al papel que
jugarian como transmisores de las cargas entre € hueso y la prétesis. Para ello se disefio un plan de
trabgjo que consigtiria en primer lugar en la caracterizacion mecénica mediante ensayos de
traccion, flexion en tres puntos y tenacidad de fractura junto con ensayos de dureza, densidad y
porosidad.
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4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Todos los ensayos mecanicos han sido redizados en € laboratorio del Departamento de
Cienciade Materiales de laETSI de Caminos, Canalesy Puertos de la UPM.

Todos los ensayos se redlizaron a temperatura ambiente y en medio seco (20 °C y 30-40%
de humedad relativa).

421, MATERIALES

El primero de los cementos utilizados corresponde con € cemento comercial CcMW1°

Radiopaco suministrado por DePuy Ibérica S.A. Este material corresponde a la denominacién
CMW1° RC, durante todo € trabgjo.

El siguiente de los cemento Gseos es @ mismo pero con la primera de las modificaciones, la
reaccion de polimerizacion se lleva a cabo sometido a compresion uniaxia de 500 kPa. Paradllo se
gerce una fuerza de 5000 N sobre una superficie de 100x100 mm? en un recipiente rectangular.
Dicho recipiente se dispuso en € piston inferior de una méaguina de ensayos y en € superior se
habia incorporado una placa metdlica. Las bases superior e inferior del dispositivo estaban
recubiertas de teflon, para evitar que se adhirierala masa. Su denominacion es CM WI°RC P.

El CMW1° GC P corresponde a un cemento igual a CMW1° RC P difiriendo en su

composicion. Esta incluye gentamicing, antibidtico que tendran también los restantes cementos
empleados. La cantidad es de un 4% en peso, incluida en la composicion en forma de polvo junto a

componente en polvo del cemento.

Los cementos denominados 10L4G Py 20L4G P son de composicion igud a CMW1° GC

P, pero se haincluido lactosa en un 10% y 20% en peso respectivamente. También polimerizacion

con presion igual alos casos anteriores.

Por Ultimo los cementos 10H4G Py 20H4G P se modificaron de igua manera que los
anteriores pero con un 10% y 20% en peso de hidroxipropilmetilcelulosa como excipiente, y

polimerizacion bajo compresion uniaxial de 500 kPa

Para que durante la lectura ddl trabagjo sea féacilmente identificable con la compaosicién y
condiciones de polimerizacion cada uno de los cementos se resume lainformacion en la Tabla 1.
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Tabla 1. Enumeracion de las modificaciones de | os distintos cementos ensayados.

MATERIAL P (500 kPa) GENTAMICINA EXCIPIENTE
CMW1°RC - - -
CMW1°RCP s - -
cMw1° GCP S 2% .
10L4GP S 4% 10% L actosa
20L4G P S 4% 20% L actosa
10H4G P S 4% 10% HPMC
20H4G P S 4% 20% HPMC

Se reservé una fraccion de las probetas obtenidas de cada oblea de los distintos materiales
antes enunciados. Estas probetas reservadas se introdujeron en |os reactores de vidrio con medio
sdino smulando las condiciones del lugar de implante. Se introdujeron cada una de elas por
espacio de 8 semanas. Con esto se persigue ver como afecta € medio biologico a los cementos,
desde € punto de vista de la respuesta mecénica. Se dispone, por tanto, de 5 nuevos cementos para
caracterizar. Se decidié que la nomenclatura correspondiera a la misma que se ha utilizado parala
composicion de cada cemento, pero identificando con una E |as probetas que habian sido ensayadas

en €l reactor.

422. MEDIDASDE LA DENSIDAD

Para determinar la densidad se utilizé una balanza, Mettler Toledo con una unidad LC-P
Density, que permite e cdculo automético de la densdad mediante e método de Arquimedes
(Salazar y cal., 2003), en un medio de agua destilada, con prismas rectangulares de cada material.

Para cada valor obtenido se realizaron un minimo de cinco medidas por material.

423. MEDIDAS DE DUREZA

La dureza se mididé con un microdurémetro Leco V-100-C, en prismas rectangulares de
cada materia (Fig. 6), tanto en las zonas paraelas a las de aplicacion de la presidon en la obtencion

como las perpendiculares.
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Figura 6. Grietas superficiales generadas con una punta Vickers. (a) Seccion a lo largo de una diagonal a
bajo nivel de carga. (b) Seccién a lo largo de una diagonal a alto nivel de carga. (¢) Vista normal a la
superficie.

La dureza se caracterizo aplicando una carga de 98 N durante 20 sy después se procedié a
la medida de las diagonales del prisma indentado en € nateria. El valor de la dureza se obtuvo
como la medida de, a menos, cinco medidas de las longitudes diagonades. El cdculo se hizo segin

la ecuacion:

F
H =
2d?

Donde F eslafuerzaaplicaday 2d es el vaor de la diagonal.

424 MEDIDAS DE POROSIDAD

La porosidad de los cementos se determind por porosimetria de intrusion de mercurio
(Micromeritics Pore Sizer 9305, Norcross, GA, USA). Las muestras se introdujeron completamente
secas dentro del porosimetro de baja presion, donde se desgasificaron. El volumen de penetracion
de mercurio se registré posteriormente mientras la presion de intrusién aumentaba. Las muestras se
sacaron de la unidad de bgja presién y se introdujeron en € porosimetro de ata presion. El
volumen de penetracion de mercurio < registré mientras que la presion de intrusion aumentaba a
25.000 psia.

La porosidad tota se calculd a partir del volumen de intruson totd mientras que €
diametro de poro se calcul6 de acuerdo a la ecuacion de Washburn (Joschek y col., 2000), (Mehtay
col., 2000):
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D= 4gcosq
P

donde D es € didmetro de poro (mm); glatension superficia de mercurio (485 dyn cmit);

g € angulo de contacto (130°); y P esla presion (psia).

Las muestras utilizadas en este ensayo se elaboraron usando las condiciones de trabgo més
parecidas a las que se utilizan en su administracion clinica, es decir sin aplicar presion. Para cada
valor obtenido se redlizaron tres medidas por material.

425 ENSAYOS DE TRACCION

Los ensayos de traccion se llevaron a cabo en una méguina servo-hidréulica (8501 Instron)
(Fig. 7) sobre probetas de traccion directa, en la Fig. 8 se muestra un croquis de las mismas. La
carga aplicada se midié en una célula de carga de +1 kN y € desplazamiento con un LVDT (linear
variable displacement transducers) de recorrido £ 1 mm. También se colocd un extensdmetro
Instron con apertura de patillas + 2,5 mmy 12,5 mm de base de medida. Las probetas se sujetaron
con un sistema de mordazas mecanicas Instron, sin utilizar tacones de goma en los amarres. Antes
de colocar la probeta para ensayo se tomaron las medidas de la misma con un calibre. La toma de
datos se redizd con € programa de toma digital de adquisicién de datos, Wave Maker, en un PC,
donde quedaron registrados los valores de tiempo, fuerza, desplazamiento y deformacion. El

ensayo se hizo a velocidad de desplazamiento constante de 500 mm/min y temperatura ambiente.

Figura 7. Ensayos de traccién y detalle de las mordazasy el extensdmetro.
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Figura 8. Croquis de las probetas de traccion.

426. ENSAYOSDE FLEXION EN TRES PUNTOS

Se redlizaron d igua que en @ caso de traccion con una magquina servohidraulica Instron
8501, sobre probetas en forma de viga de seccion rectangular. Todas las medidas de las probetas se
tomaron antes de redlizar cada uno de los ensayos con un calibre. La distancia entre apoyos fue de
unos 20 mm. La céula de carga era = 1 KN y & LVDT de £ 1 mm que registraba €
desplazamiento. El dispositivo constaba de tres cilindros de material ceramico de gran dureza 'y
rigidez, y dos prismas rectangulares como apoyos fijos de dicho materid. Los ensayos se realizaron
atemperatura ambiente. En laFig. 9 se puede ver una fotografia tomada durante uno de los ensayos
y @ croquis de colocacion de los apoyos y la probeta. La velocidad de desplazamiento era igua a
100 mm/min y los datos de tiempo, fuerza'y desplazamiento quedaron registrados en un PC como

en € caso anterior.

TPB LF

Apoyo fijo

Probeta ——
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| Eemm

Figura 9. Croquisy fotografia de los ensayos de flexion en tres puntos.

42.7. ENSAYOS DE FRACTURA

Los ensayos de tenacidad de fractura se [levaron a cabo en probetas de iguaes dimensiones
y geometria que las utilizadas en ensayos de flexion en tres puntos. En este caso se les realizé una
entallaen “U” con una cortadora de hilo de diamante, siendo € didmetro de la entalla resultante de
340 mm. En laFig. 10 se pueden ver las entdllas fotografiadas en e microscopio 6ptico.

Figura 10. Fotografias de entallas realizadas en |as probetas. Microscopio optico.

Los ensayos se redizaron con igua procedimiento que € de flexion en tres puntos,
guedando registrados los vaores de fuerza frente a desplazamiento. En la Fig. 11 se pueden ver
distintos momentos de uno de |os ensayos.

Figura 11. Distintas etapas de un ensayo de tenacidad de fractura.
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43. RESULTADOSY DISCUSION

431. MEDIDASDE LA DENSIDAD

Los resultados obtenidos a medir la densidad por e método de Arquimedes, fueron los que
sereflgan enlaTabla 2.

Tabla 2. Resumen de | os resultados de |a densidad. Valor medioxdesviacion estandar.

MATERIAL R
CMW1°RC 1,1860 + 0,0002
CMWI1°RCP 1,2442 + 0,0060
CMW1° GCP 1,2431 + 0,0004
CMW1° GCPE* 1,2256 + 0,0003
10L4GP 1,2400 + 0,0010
10L4G PE? 1,2194 + 0,0010
20L4AGP 1,2637 + 0,0005
20L4AGPE 1,2301 + 0,0003
10HAG P 1,2378 + 0,0006
20H4G P 1,1736 + 0,0070
20HAG PE? 1,2156 + 0,0009

#Material ensayado en el reactor.

En laFig. 12 se puede ver gque no hay diferencias sustanciaes en los vaores de densidad de
los distintos cementos Gseos. Estos cementos presentan una densidad media de 1,22 g/ent, este
valor es inferior a la densidad del hueso, ya que e hueso posee de 2,20 g/ent en las zonas més
ligeras a 2,94 g/l en las densas (Fung, 1993). Por otro lado s comparamos la densidad del
materid CMW1° RC y CMWI°RCP s puede ver que la densidad del material aumenta a aplicar

presiéon uniaxia durante la polimerizacion del materid.
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Figura 12. Gréfico de barras de los valores de densidad de todos |os materiales ensayados en el reactor y
sin ensayar.

432. MEDIDAS DE DUREZA

La dureza de los distintos materiales sometidos a estudio, se determiné en la direccion en la
gue se gercia la preson durante la polimerizacion, asi como en su perpendicular. Direccion
transversa (T) y longitudinal (L) respectivamente.

Los valores de dureza que se obtuvieron se representan en laTabla3 y en laFig. 13.

Los resultados indican que en direccion transversal la dureza es superior en comparacion
con la dureza en direccion longitudinal, en todos los cementos sometidos a preson durante la
polimerizacion, tanto para cementos sin ensayar como |os ensayados en € reactor de ceson. En los
cementos ensayados en € reactor la dureza es menor gque en los cementos no ensayados, excepto en
los cementos que contienen HPMC donde en direccion longitudina la dureza es mayor en los

cementos sometidos a ensayo de cesion.
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Tabla 3. Resumen de los resultados de la dureza. Valor medio=zdesviacién estandar.

MATERIAL Hr (GPa) H, (GPa)
CMW1°RC 1,95+ 0,05 2,04+ 0,06
CMWIC RGP 2,03+0,02 1,81+002
CMW1© GCP 212+ 004 1,57 +003
CMW1C GC PE? 1,52+ 0,01 1,41+001
10L4G P 1,93+ 0,05 1,70+ 0,09
10L4G PE: 145+ 0,01 141+003
20LAG P 1,67+0,05 1,53+ 0,05
20L4G PE: 1,52+ 0,04 1,25+ 0,04
10H4G P 1,94+002 1,24+ 002
10HAG PE® 1,81+ 0,06 1,52+ 0,02
20H4G P 171+004 1,35+003
20HAG PE: 1,60+ 0,20 1,55+ 0,20

&Material ensayado en €l reactor.

Dureza
20H4G P ﬂ(
1 B
10H4G P ﬁiﬁi
_ OLAG P ﬂﬁm O Ensayado (direccién L)
= 10L4G P 1 H O Sin ensayar (direccién L)
g . ; = W Ensayado (direccién T)
CMW1 GCP _A‘H @ Sin ensayar (direccion T)
CMW1 RC P .
CMW1 RC ~

0 0,5 1 1,5 2 2,5
H (GPa)

Figura 13. Grafico de barras de los valores de dureza de todos |os materiales ensayados en el reactor y sin
ensayar. Direccion T (paralela a la presion), direccion L (perpendicular aladireccion enla que se gerce
presién durante la polimerizacion).
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433. MEDIDAS DE POROSIDAD

Ha sido estudiada la porosdad de los materides obteniéndose como resultados €
porcentgje de porosidad y € diametro medio de poro como se puede ver en la Tabla 4. Ninguna de
las muestras se ha sometido a presion durante la polimerizacion por lo que la muestra
CMW1° RC P se eimina de este estudio porque es igud que la muestra CMW1° RC pero con
presion. Debido a esto la nomenclatura de estas muestras se modifica, denominandose de la misma
manera que en los estudios anteriores pero sin la sigla P (presion). En la Fig. 14 se presenta €
gréfico con los datos de la porosidad media.

Las causas de la porosidad que aparece en los cementos comerciales son principa mente
cuatro (Friisy cal., 1993), (Scheurs y col., 1988), (Wixson y col., 1987): i) € are que inicidmente
se encuentra entre e monoméro liquido y los congtituyentes del polvo; ii) introduccion de aire
durante la mezcla del polvo con & mondmero liquido; iii) la evaporacion del mondmero volétil,
durante el proceso de curado y por ultimo iv) que durante e proceso de transferencia del cemento a
la jeringa utilizada para administrar € cemento en la zona de tratamiento, se puede producir la
formacion de oclusiones de aire. En los cementos modificados en nuestro laboratorio con la lactosa
y la HPMC existe otra causa de porosidad debida a la disolucion de estos excipientes que forma

porosy grietas en lamatriz del cemento favoreciendo la cesion de gentamicina

La presencia de poros en € cemento en e cana intramedular puede tener efectos tanto
positivos como negativos en la estabilidad de la artroplastia. Por un lado se espera intuitivamente
gue los poros grandes actien como concentradores de tensiones, zonas de comienzo de grietas,
confiriendo a cemento una mayor susceptibilidad a la fractura por fatiga Pero por otro lado
Topoleski (Topoleski y cal., 1993) propone que los poros pequefios pueden actuar enromando las
grietas, y por lo tanto prolongando la vida del implante.

Como se puede ver en la Tabla 4, € didmetro medio de poro de estos cementos esta
comprendido entre 13-31 nm por |o que en estos materiales predominan los mesoporos (Sing y cal.,
1985). Este diametro medio es mayor en aguellas formulaciones que contienen HPMC como
modulador de la cesion, siendo mayor a aumentar € porcentgje de HPMC, ya que la HPMC hace
que & materiad presente una superficie irregular produciendo poros de mayor tamafio. Ademés las
muestras de HPMC sometidas a ensayo de cesion presentan un mayor didmetro que las muestras
no ensayadas, ya que d disolverse la HPMC produce poros de mayor tamario.

La introduccién en e cemento del antibiético no aumenta la porosidad y no modifica €
tamafio de poro mayoritario.
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La porosidad media es sempre mayor en las formulaciones sometidas a ensayo de
disolucién s las comparamos con las formulaciones inicides correspondientes, debido a la
disolucién de los excipientes y de la gentamicina.

La porosdad de las formulaciones con lactosa antes de los ensayos de disolucién
disminuye a medida que aumenta e porcentgje de lactosa. Este hecho es probablemente debido d
gran tamafo de estas particulas asi como a la forma poliédrica, que puede favorecer
empaquetamiento de los mismos produciendo una porosidad menor. Sin embargo, los datos de
porosidad de los cementos sometidos a ensayo de disolucion presentan una relacion directa entre €
aumento del porcentgje de lactosay € aumento de porosidad, debido a la disolucion de lalactosay

alaformacion de una matriz porosa de cemento Gseo.

Las formulaciones con HPMC, antes y después de |os estudios de disolucion, presentan una
porosidad mas dta que e resto de las formulaciones. Este hecho se atribuye a que las
formulaciones con HPMC presentan una superficie escamosa muy irregular de forma que las
grietas que quedan entre estas estructuras escamosas provocan un considerable incremento de la

porosidad.

Tabla 4. Resumen de los resultados de porosidad. Valor medioxdesviacién estandar.

MATERIAL POROSIDAD (%) DIAMETRO MEDIO (nm)
CMW1°RC 5,21+ 0,02 1330+ 095
cMW1° GC 5,57+ 0,03 14,07+ 0,26
CMW1° GCE 6,00+ 0,02 13,16+ 0,14
10L4G 7,04+ 0,01 1325+ 021
10L4G B 7,15+ 0,01 1353+ 0,17
0LAG 467 +004 1454+ 017
20L4G B 9,30+ 0,08 14,66+ 0,12
10H4G 8,20+ 0,02 17,29+ 0,18
10H4G E° 21,70+ 0,05 30,98+ 0,14
20HAG 1255+ 0,02 2479+ 0,15
20HAG B 2029+ 004 31,33+ 0,12

#Material ensayado en el reactor.
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Figura 14. Grafico de barras de | os resultados obtenidos para la porosidad media de todos los materiales
ensayados en el reactor y sin ensayar.

434. RESISTENCIA A TRACCION

La resistencia a traccion maxima de cada material se obtiene de los ensayos uniaxiales de
traccion, en los que se registran la fuerza, € desplazamiento y la deformacion. Con los resultados
obtenidos podemos representar las gréficas de la tensién méxima frente a deformaciones sin mas
que dividir la fuerza entre e area de cada probeta y las deformaciones se obtienen del registro del
extensometro. Un gjemplo de las gréficas obtenidas se representa en la Fig. 15. Como cabia esperar
su representacion da lugar a curvas mayoritariamente lineales, por ser materiales fragiles. El
maximo valor de la tensién registrado es e que se quiere determinar. Estos ensayos se readizaron
siguiendo las normas internacionales (ASTM C496) en a menos tres probetas de cada materid,

obteniendo un valor medio.

Material PMMA 05

— ira PWIMA D501
a0 . e = T T

40 |

o {MPa)
5
=

a 0005 o f_I.L;"_l 002
e (%)
Figura 15. Grafica obtenida de los ensayos de traccion parael 10H4G P.
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L os resultados obtenidos se resumen en laTabla5y en laFig. 16.

El primer dato que sobresale de todos los registrados en la gréfica y en la tabla son los
valores de la resistencia a traccion de los cementos 6seos, inferiores a los ddd PMMA comercial
(50-80 MPa) en précticamente todos los casos (Calister, 1995). Partiendo de esta premisa se
observa como la introduccion de la presion durante la polimerizacion del cemento conlleva un
aumento del valor de la tension maxima de traccion. Esto es [6gico que ocurra puesto que, € paso
de un proceso completamente manua a cierta normalizacion inducida por la presion uniaxid,
presupone cierta disminucion del nimero de porosidades presentes, y defectos en la formacién del
cemento.

El siguiente paso fue la introduccion de antibidtico en la formulacién del cemento con lo
gue se afladia un impedimento estérico a la polimerizacion. ¢Implicaria esto demasiado obstéculo a
la formacidon de las cadenas poliméricas? Aunque la gentamicina sea un compuesto organico
(aminoglucdsido), € resultado nos hace pensar que no, puesto que la tension méaxima de traccion es
inferior tan solo en 2 MPa, lo que entra dentro del error experimental de los resultados, que es
similar en ambos casos. Esto ademés concuerda con los datos obtenidos en caorimetria diferencia
de barrido (DSC) en € Capitulo 3, donde se observd que no se produce ninguna incompetibilidad

entre |os distintos componentes del cemento.

Los siguientes cuatro cementos estudiados (10L4G P, 20L4G P, 10H4G P, 20H4G P), cuya
variacion es la composicion, dan como resultados valores inferiores a los obtenidos con los
cementos comercides, para la resistencia a traccién. Usando como excipiente la lactosa la
resistencia es menor, aunque un aumento de la concentracion de esta, no nos lleva al efecto directo
de disminucién de la tensién maxima en traccion, parece existir una cierta “saturacion”. En e caso
de los cementos 10H4G Py 20H4G P donde € excipiente afiadido fue la HPMC la disminucion del
valor de tenson maxima en traccion es menor, que en € caso de los cementos modificados con
lactosa, respecto del materia CMW1° GC Pen d gue ya se habia introducido la gentamicina y

polimerizado bgjo presion.

Con esta primera incursén en e comportamiento de los cementos 0seos segin la
composicién se da un paso més adelante y se ve que ocurre cuando estos cementos son sometidos

a ensayo de cesién durante ocho semanas.

Todos los vaores de la tensén méxima en traccion disminuyen respecto a los vaores
anteriormente dados. Las variaciones oscilan entre € 10 y € 35%. El adargamiento hasta rotura a
penas s varia de los cementos sin ensayar a los mismos una vez pasaron por € reactor, como se

puede ver en laFig. 17.
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Tabla 5. Resumen de los resultados de | os ensayos de traccion. Valor medioxdesviacion estandar.

MATERIAL S, (MPa)
CMW1°RC B2
CMWI1°RCP 52+1
CMW1° GCP 50+ 2
CMW1° GCPE? 41+5
10L4G P 2942
10L4AGPE 26+ 6
20L4G P 29+3
20L4AG PE* 26+ 1
10H4G P 40+1
10H4G PE* 31+1
20H4G P A+l
20HAG PE? 2+1

&Material ensayado en el reactor.

20H4G P -—n_FH

Tensién maxima de traccion

10H4G P ——j_m

20L4AG P

[
é 10L4G P —ﬁ
= CMW1GCP 4_:4_%
CMW1 RCP | B
CMW1 RC | =
0 10 20 30 40 50 60
6 (MPa)

B Ensayados
O Sin ensayar

Figura 16. Grafico de barras de los resultados obtenidos para la tensién méaxima en traccion de todos los

cementos estudiados.

En las curvas obtenidas de los ensayos experimentales, Fig. 17, se puede observar que la

zona de comportamiento lineal, mostrada por los cementos que se les ha redlizado € ensayo de

cesion, es mucho menor que la de los cementos que no se les ha realizado dicho ensayo. Esto es, €

comportamiento linea de los materiales se exhibe sdlo a muy bagjas deformaciones. Los cementos

0seos tras estar en contacto con el medio de disolucién sufren por |o tanto cierta plastificacion.
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Figura 17. Representacion de las curvas obtenidas en los ensayos de traccion para los cementos 0seos
CMW1° GCP y CMW1®° GCPE.

435. MODULO DE ELASTICIDAD

Dd ensayo de traccion y con las gréaficas como las que se representan en laFig. 15y 17, se
rediza en la primera zona, la lineal, un guste por minimos cuadrados cuya pendiente correspondera
con & modulo de eadticidad del materia. Se toma como valor representativo para cada material
ensayado la media de las pendientes.

L os resultados que a continuacion se representan en la Tabla6 y en laFig. 18 nos indican a
primera vista, que los valores del médulo elastico para la mayoria de los cementos 0seos son
menores que parael PMMA comercid (3,3-4,7) (Fried, 1995).

El cemento dseo sin ninguna modificacion presenta un médulo eléastico muy parecido a del
PMMA comercial 3,3 GPa, que se ve ligeramente aumentado al introducir la presion en la reaccion
de polimerizacién. Cuando se modifica la composicion en mayor medida con los excipientes los
cambios registrados tampoco son demasiado grandes.

Cuando a los cementos se les haredlizado € ensayo de cesion, sus modul os bajan respecto
alos que mostraban con anterioridad. Este comportamiento es |6gico, ya que como se habia notado
antes en las curvas de traccion de |os cementos sobre los que se realizaron ensayos de cesion, habia
disminuido la zona lined produciéndose una mayor plastificacion.
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Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos en los médulos de elasticidad. Valor medio= desviacion
estandar.

MATERIAL E (GPa)
CMWI°RC 31+0,10
CMW1°RCP 33+0,10
CMW1° GCP 290,10
CMW1° GCPE 26+0,10
10L4G P 274010
10L4G PE? 24+0,09
20L4G P 36+0,10
20L4G PE? 24+010
10HAG P 31+010
10H4AG PE? 23+0,10
20HAG P 36+010
20H4G PE? 26+0,10

#Material ensayado en el reactor.

Modulo de elasticidad

20HAG P -—j—'=H
10H4G P —:‘_FH

= 20L4G P _—j—gﬂ

§ 10L4G P 4—%:'_‘ L E'nsayados
s O Sin ensayar
= CMW1GCP ——:L‘:H

CMW1RCP -
CMW1RC -y
0 1 2 3 4
E (GPa)

Figura 18. Grafico de barras de los resultados de los médulos elasticos obtenidos para los distintos
cementos 0seos.

436. RESISTENCIA A FLEXION

L os resultados se representan en la Tabla 7 y como en los casos anteriores, mediante un
diagrama de barras que nos permite comparar descriptivamente, los resultados de los cementos

0seos antes y después de los ensayos de cesion (Fig. 19).

Las tensiones de resistencia a flexion en tres puntos son mayores que las de traccion para
los mismos cementos en todos los casos. La introduccion de la presion durante la polimerizacion
aumenta €l valor de la resistencia a flexion en un porcentaje parecido a que lo hacia en la maxima
resistencia atraccion. El resto de valores sigue e patrén de resistencia a traccion.
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Tabla 7. Resumen de los resultados de la resistencia a flexion. Valor medio+desviacién estandar.

MATERIAL s, ' (MPa)
CMW1°RC 63+ 2
CMWI1°RCP 82+2
CMW1° GCP 78+ 2
CMW1° GCPE? 62+ 1
10L4G P 54+2
10L4G PE* 46+ 2
20L4G P 55+ 3
20L4AG PE* 39+2
10H4G P 62+ 1
10H4G PE* 44+2
20H4G P 49+ 4
20HAG PE* 40+ 4

&Material ensayado en el reactor.

Tensidn maxima en flexiéon

20H4G P -—:l]:'_‘
10H4G P ——j—ﬂ-{

20L4AG P

c

@ 10L4G P —W u E_nsayados
s O Sin ensayar
= CMW1GCP ‘—:I_FH
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CMW1RC -
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Figura 19. Gréfico de barras de los resultados de maxima tensién en flexion obtenidos para los distintos
cementos Gseos.

4.3.7. TENACIDAD DE FRACTURA (Kic)

Se persigue con la caracterizacion de este parametro del material, determinar la capacidad
de los cementos 6seos de soportar cargas en presencia de defectos. Se obtienen de los ensayos en
laboratorio las curvas de fuerza versus desplazamiento (Fig. 21), se presenta una zona de
deformacion elastica seguida de la zona donde comienza la iniciacion de propagacion de la grieta, y
su posterior crecimiento, hasta su propagacion en toda la superficie del ligamento. Los resultados

obtenidos en este ensayo se recogen en laTabla8y en laFig. 20.

El PMMA ofrece un vaor entorno a 1 MPa«/E parad Kc (Fried, 1995). Los cementos
0seos sin haber pasado por € ensayo de cesion superan en un 20% aproximadamente de media este
valor. El K,c no se ve influido en exceso por los cambios en las composiciones dd materia pero s
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se ve influido por € ensayo de cesidn, asi las muestras que han sido sometidas a ensayo de cesion
presentan menor vaor de K¢, con disminuciones del 10 d 30%.

Tabla 8. Resumen de los resultados de los ensayos de tenacidad de fractura. Valor medio= desviacién
estandar.

MATERIAL Kic (MPax/m)
CMW1°RC 1,28+ 0,02
CMWI1°RCP 121+0,09
CMW1° GCP 121+010
CMW1° GCPE* 1,08+ 0,80
10L4G P 1,31+0,03
10L4G PE* 1,06+ 0,05
20L4G P 1,19+ 0,09
20L4AG PE* 0,82+ 0,03
10H4G P 1,20+ 0,10
10H4G PE* 1,07 0,05
20HAG P 1,00+ 0,10
20HAG PE? 0,85+ 0,03

&Material ensayado en el reactor.

Tenacidad de fractura

20HAG p |EE—

10H4G P

20L4AG P

= —_ﬂ_‘:'_‘
3 10L4G P ——j—m m E_”S&yados
© . O Sin ensayar
= CMW1GCP ——;'_‘ |
CMW1 RC P =
CMW1 RC B
0 0,5 1 1,5 2

K (MPa*m *)

Figura 20. Grafico de barras de los resultados de |os ensayos de tenacidad de fractura obtenidos para los
distintos cementos seos.
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Figura 21. Graéficas obtenidas para | os ensayos de tenacidad de fractura para el 10L4G Py 10L4G P E.

438 ENERGIA DE FRACTURA (Gy)

Con los mismos ensayos de los que extraemos valores para d K¢, podemos cacular €
valor de la energia especifica de la fractura. Esta queda definida por € érea que encierra la curva
fuerza—desplazamiento, Fig. 21, dividido por € producto de la longitud del ligamento por €
espesor de la probeta. Del calculo se obtienen los valores representados en la Tabla 9 y en la Fig.
22.

En laFig. 22 se observa e aumento de la energia de fractura en las muestras en las que se
les ha realizado € ensayo de cesidn. El prensado durante la sinterizacion solo aumenta ligeramente
su valor (se puede considerar préacticamente constante si consideramos los intervalos de error). Por
el contrario, la presencia de gentamicina en el cemento Gseo reduce muy apreciablemente (un 20%)
su energia especifica de fractura, debido a la introduccion de un elemento mas fragil. El efecto
opuesto se consigue con la adicion de lactosa. La energia especifica de fractura llega a un maximo
para un 10% de lactosa, que probablemente esta funcionando como plastificante del materia, y por
tanto contribuyendo d aumento de Ge.
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Tabla 9. Resultados obtenidos para la energia de fractura. Valor medioxdesviacién estandar.

MATERIAL Gr(N/m)
CMW1°RC 570+ 20
CMWI1°RCP 608+ 59
CMW1° GCP 476+ 96
CMW1° GCPE 678+ 65
10L4G P 805+ 37
10L4G PE? 856 + 126
20L4G P 72+50
20L4G PE 813+55
10HAG P 603 + 51
10H4AG PE? 827+ 28
20H4AG P 590 + 19
20HAG PE 767 + 42

#Material ensayado en el reactor.

Energia de fractura

20H4G P ﬂ—«
10H4G P #

= 20L4G P
f‘t’ 10L4G P [ E.nsayados
© O Sin ensayar
= CMW1GCP
CMW1RCP =
CMW1 RC B
T T T T T 1
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Figura 22. Grafico de barras delos resultados de energia de fractura obtenidos para | os distintos cementos
0se0s.

439. DISCUSION

L os resultados obtenidos, que se han mostrado a lo largo de este capitulo, han de andizarse
no solo desde un punto de vista mecédnico sino englobados en un conjunto de propiedades

mecanicas, funcionales, de interaccion con e hueso vivo y farmacol dgicas.

Los materiaes estudiados tendran en su aplicacion un contacto intimo con € hueso, y una
funcion mecanica en conjunto con este. El hueso es un material compuesto de gran complejidad y
posee una alta direccionalidad en su ordenacion microestructural. Los cementos 0seos han de
cumplir lafuncién de transmision de cargas entre el hueso y la prétesis.

Los resultados de resistencia a traccion en los cementos son todos ellos menores que la
resistenciaatraccion del hueso. Laresistenciadel fémur humano en una persona de 20 a 39 afios es
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de 124 + 1,1 MPa (Fung, 1993) vaor superior d méximo obtenido en nuestro trabgjo 52 + 1 MPa
garantizando asi € falo del cemento antes que € del hueso. Auque hay que tener en cuenta que €
hueso, que es sometido a cuaquiera de las intervenciones quirlrgicas en las que se usan los

cementos, ha disminuido sus propiedades respecto del hueso sano por cualquier causa degenerativa.

En cuanto d mdédulo eéstico, ocurre o mismo que en € caso de la resistencia a traccion,
los cementos Gseos poseen en cuaquier caso modulos inferiores a los del fémur humano de 17,6
GPa

Las propiedades estudiadas muestran en los casos de traccién y flexion en tres puntos, una
mejora sustancial con la introduccién de presion uniaxial en e proceso de polimerizacion. Por otro
lado en & comportamiento en fractura la incidencia de la variable presion no es tan significativa,
entrando las variaciones dentro del ambito de la dispersion experimental.

Como se ha visto anteriormente, en € Capitulo 2, los cementos més interesantes desde €
punto de vista farmacéutico, son los de base lactosa, siendo € DL4G € més adecuado. Es la
adicion de este excipiente la que permite la liberacion de mayores cantidades de antibi6tico, pero es
alavez esta variacion en la composicion la que, como se ha descrito con anterioridad, disminuye
sus propiedades mecéanicas. Los comportamientos a traccion y flexion en tres puntos disminuyen
frente ad cemento sin excipientes, pero esta reduccion de las propiedades mecanicas es
précticamente independiente de su concentracion, se puede decir que la influencia del excipiente
exhibe cierta saturacion. Por otro lado hay que sefidar que la lactosa como excipiente induce un
aumento del comportamiento pléstico en los cementos, que da lugar a un valor mayor para la

energia de fractura.

Los cementos con hidroxipropilmetilcelulosa no mejoran la cesién de gentamicina y
tampoco mejoran las propiedades mecanicas respecto a cemento polimerizado con presion uniaxia
y antibidtico.

La introduccion de los materiales en un reactor, para redizar los ensayos de cesion, dio
como resultado la degradacion de todas |as propiedades mecanicas. Este comportamiento se debe a
el cambio que provoca la cesidn del antibidtico a través de los poros. El paso por € reactor produce
una disminucion de las tensones Ultimas en traccion y flexion del 10 a 35%. En cuanto d
comportamiento en fractura de los cementos tras su paso por € reactor, se puede decir que la
tenacidad disminuye, es decir, la iniciacion de los procesos de fractura es més facil, ya que los
materiales se han degradado ligeramente porque hay cesion del antibidtico. Por otro lado la energia
de fractura aumenta cuando pasan los cementos por € reactor, esto es debido a que €
comportamiento de los cementos es més plagtico, ya que € paso por € reactor ha provocado un
efecto plastificante como ya habian demostrado otros autores (Lewis, 1997).
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A lavista de estos resultados, la seleccion del material Optimo para su uso en terapéutica,

teniendo en cuenta el compromiso entre la meora farmacol 6gica con las prestaciones mecéanicas, es

el 20L4G P. Proporciona mayor cesion de antibiético al medio para prevenir o tratar infecciones en

los procesos quirdrgicos, y presenta unas propiedades mecéanicas aceptables para su uso.

4.4.
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5. CITOTOXICIDAD DEL MONQM ERO RESIDUAL EN LA
POLIMERIZACION DE CEMENTOS OSEOSACRILICOS

5.1. |INTRODUCCION

Los cementos 6seos acrilicos, desde su aparicion en € afio 1951 y su masiva introduccion
en la préctica quirdrgica reconstructiva en € 1968, ocupan hasta la fecha €l primer lugar entre las
técnicas de fijacion de endoprotesis a la estructura ésea en artroplastias de cadera, de rodillay en la
sustitucion y reconstruccion de otras articulaciones por lo que resulta imprescindible evauar €
riesgo toxicologico que pueden presentar los mismos una vez implantados en e tgido 6seo
(Morgi6n, 1999).

5.1.1. SENSIBILIZACION E IRRITACION

En los estudios de irritacion y sensibilizacion producida por los cementos dseos se ha
puesto especia énfasis en la evaluacion de los componentes liquidos (en concreto de metacrilato de
metilo), ya que los componentes solidos de este material, compuestos fundamentalmente, por
polimeros o copolimeros acrilicos, se consideran inertes e inocuos para e organismo humano.

Los estudios de su toxicidad se han realizado en dos direcciones:

- Evauacion de los dafios que provocan los vapores del metacrilato de metilo
(MMA) (en pacientes y personal médico).

- Evauacion de reacciones adversas producidas por contacto directo del
mondmero con € sistemna biol égico.

En cuanto d primer aspecto, esta hien establecido que e MMA, ad ser un compuesto
organico altamente volétil y con un olor penetrante (se percibe en concentraciones de 0,2-0,3 ppm),
puede provocar dolores de cabeza, cansancio, irritabilidad y pérdida de apetito, asi como producir
efectos irritantes en las membranas mucosas de ojos o0 del tracto respiratorio. En situaciones
extremas este mondmero provoca también otros sintomas, tales como dolores de extremidades,
pérdida de memoria, trastornos del suefio (Innes y Tansey, 1981), que indican ateraciones del
sistema nervioso central. Este efecto ha sido confirmado en estudios preclinicos en ratas (Darre y
col; 1992).

Ha sido también comprobado, que concentraciones de 15.000 ppm de MMA en €
ambiente son letales para estos animales después de 8 horas de exposicion. Sin embargo, a
concentraciones muy bagas (2,7 ppm), € vapor de este mondmero sdlo produce dafios bgo
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exposicion continua (Tansy y col; 1976), se observa la ausencia de grasa subcutédnea abdominal y
afecciones intestinales.

El estudio alargo plazo (102 semanas) de inhalacion en ratas y ratones mostré la presencia
de las sguientes lesiones, inflamacion, hiperplasia e inclusones citoplasméticas dd epitelio

respiratorio (Tansy y col; 1976).

Durante observaciones sisteméticas del persona expuesto a los vapores dd MMA
(médicos y enfermeras que trabajan con los cementos, operarios de la industria de plésticos, etc.) se
han detectado otros efectos toxicos de este mondémero. Por gemplo, se observa que sus vapores
pueden causar laformacion de Ulceras de corneay también influir sobre las glandulas que producen
hormonas sexuales (efectos antigonadotropicos), provocando desordenes sexuales tanto en €
persona masculino como femenino. Otros efectos sistémicos observados en € personal médico,
como hipertensién, disneay eritroderma son, afortunadamente, de corta duracion y se eliminan con
rapidez y sin complicaciones.

Para minimizar estos efectos, producidos por los vapores de MMA, se recomienda
mantener un buen sistema de extraccion de gases en los locales donde se trabgja con este

mondémero.

En € estudio de las reacciones tdxicas provocadas por € contacto directo de la parte
liquida y del cemento fraguado con los tgjidos vivos se han detectado afecciones vasculares que
dependen fundamentalmente del tipo de tgjido. Por ggemplo, en los ensayos de implantacion 6sea se
observaron marcados efectos toxicos sobre |os tgjidos adiposos, mientras que las afecciones de los
tgjidos 6seo y fibroso fueron insignificantes. Esto reflgja la afinidad del mondmero hacia los tgjidos

ricos en lipidos.

En los estudios preclinicos se detect6 que e perdxido de benzoilo puede inducir hiperplasia
de la epidermis en ratones (Amblard y col; 1981). También se ha observado en agunos pacientes,
manifestaciones de hipersensibilidad 8 MMA y a la DMPT (N, N-dimetil-p-toluiding), pero se
indica que estas reacciones son poco frecuentes (Haddad y col; 1996).

Por otra parte, se han detectado casos de dermatitis por contacto en los cirujanos
ortopédicos y en los odontdlogos que manipulan & cemento y € MMA, alin cuando en su
manipulacion empleasen guantes de goma. El rasgo digtintivo de esta dermatitis consiste en la
aparicion de parestesia (irritacion local) y sensibilidad (irritacion sistémica), que permanece incluso
después de diminarse la erupcion debido, posiblemente, a la accion ddd MMA sobre los nervios

periféricos. Para prevenir estos efectos se recomienda € uso de guantes especificamente
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impermeables a MMA; por gemplo, de caucho butilico de 0,48 mm de grosor o de doble guante
(Pegum y Medhurst, 1971) (Darrey col; 1987).

512, CITOTOXICIDAD

En la evaluacién citotoxica de los cementos 6seos se ensayan tanto |os componentes por
separado como e materia fraguado. Por g emplo, se detectd la accidn citotoxicade MMA y de la
parte liquida del cemento sobre cultivos de tegjidos (Linder, 1976). En este Ultimo caso la respuesta
fue més acentuada, |o que indica que otros integrantes de la parte liquida (DMPT e Hidroquinona)
poseen propiedades citotdxicas.

A los componentes de la parte sdlida de cemento también se les ha detectado agunas
caracteristicas citotdxicas. El peroxido de benzoilo en concentraciones elevadas modifica la
morfologia de las céulas traqueobronquiaes e inhibe € intercambio Na-K, por 1o que puede ser
irritante, por gemplo, frente a los tgidos de la pulpa dental. Sin embargo, su accion citotoxica
sobre las bacterias le confiere propiedades bactericidas, aspecto favorable para la prevencion de las
posibles infecciones en e momento de la aplicacion del cemento (Reynolds, 1989).

Aunque € polimero metacrilico como ta no se le asocian propiedades citotoxicas, sin
embargo, los fragmentos del mismo, originados por la friccion y desgaste (fundamentalmente por
el micromovimiento de los implantes) pueden ser potenciamente citotdxicos. En dependencia del
tamafio, éstos pueden ser ingeridos por las células, promoviendo su muerte. De hecho, a las
particulas del PMMA (especificamente pequefias) se les han comprobado caracteristicas
citotdxicas: a incubar células tumoraes Erlich Ascites con polvo del cemento acrilico se detectd
una inhibicion del crecimiento cdular, disminucion de la sintess del ADN e inhibicion de
metabolismo glicolitico (Schachtschabel y Blenke, 1976). Sin embargo, estos efectos no se han

detectado en cultivos de fibroblastos humanos.

En otros estudios se ha observado una cierta accion citotoxica del polvo ddd PMMA sobre
las células macréfagas murinas detectando la inhibicion de la sintesis de ADN vy la subsiguiente

muerte celular (Horowitz y col; 1986) (Davisy col; 1993).

A los extractos de los cementos también se les ha comprobado actividad citotdxica
encontrando que éstos influyen sobre la proliferaciéon de las clulas osteoblasticas MG-63 después
de 72 horas de contacto (Granchi y col; 1995). Estos extractos de cementos 6seos se obtienen
siguiendo las normas |SO 10993 para ensayos bioldgicos y utilizando como medio de extraccion €
AIM-V. El €efecto citotoxico de estos extractos, preparados a partir de 5 cementos comerciadesy a
diferentes intervalos de tiempo después de su fraguado (15 min, 60 min, 6 h, 24 h y 48 h), fue
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inversamente proporciona a tiempo transcurrido entre la polimerizacion del cemento y la
preparacion ddl extracto (Granchi y col; 1995).

5.13. TERATOGENICIDAD Y TOXICIDAD FETAL

Para evaluar la seguridad de los cementos 0seos en este sentido es necesario determinar,
ante todo su toxicidad fetal y la teratogenicidad, incluyendo los efectos debidos a los vapores de
sus componentes, sobre e persona médico que esta en contacto con éstos, ya que s bien se puede
evitar la colocacion de los implantes acrilicos a mujeres embarazadas, resulta imprescindible
evaluar las posibles complicaciones maternas o fetaes que puede causar este producto en las
muj eres embarazadas que trabajan en los quiréfanos.

Para la evaluacion de este tipo de toxicidad de los vapores de ésteres metacrilicos, se han
llevado a cabo estudios, principamente, en ratas y ratones debido a que precisamente estos
roedores comparten las mismas reacciones teratogénicas que los humanos siendo mas susceptibles
a estos efectos que otras especies (Golstein y col; 1974) (Tuchmann-Duplessis, 1972).

Se ha demostrado que los ésteres acrilicos producen leves alteraciones teratogénicas en
ratas (un ligero aumento del peso promedio de los fetos) y que la intensidad de estos efectos
depende de la dosis empleada y de la via de administracion (Singh y col; 1972). Teniendo en
cuenta que las dosis del MMA usadas en estos estudios eran muy superiores a las que se acanzan
en los quiréfanos, por gemplo, durante la artroplastia total de la cadera, y que la via de su
administracion era intraperitoneal, este mondmero se considera précticamente no teratogénico para

|os seres humanos.

5.14. HEMOCOMPATIBILIDAD

En € caso de los cementos Gseos existe una metodologia estandarizada por las normas
regulatorias internacionales, 1SO 10993, para la gecucion de la prueba de hemocompatibilidad que
consisten en un ensayo in vitro del materia fraguado puesto en contacto con sangre de conejo.
Estos ensayos, realizados segin la metodologia establecida, confirmaron la ausencia de actividad
hemolitica del materia fraguado, por lo que este producto se considera hemocompatible (Moreon,
1999).

A esta conclusion contribuyen los resultados obtenidos en los estudios in vivo mediante €
siguiente procedimiento; se analizaron muestras de sangre extraida a los pacientes durante la
colocacion de las prétesis cementadas de cadera y de rodilla, cuantificandose la concentracién de
mondmero y de trombina en la sangre, con € fin de establecer aguna dependencia entre estos dos
parametros. Los resultados obtenidos indican que la actividad coagulatoria no esté relacionada con
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la introduccion del cemento a la cavidad 6sea, ya que la generacion de trombina no depende de la
aparicion ded MMA en sangre (Morgon, 1999).

5.15. GENOTOXICIDAD

En la evaluacion genotoxica de los cementos 0seos se utilizan:

- Ensayosinvitro: Test de Ames (evallala mutacion genética).

- Ensayos in vivo: Test de micronicleos (detecta la aberracion numérica y
estructural de cromosomas). Estos Ultimos se realizan mediante la inyeccion de
los extractos de los cementos en los tgjidos 6seos de ratones (Moregén, 1994) o
la introduccion de los componentes liguidos de este materia en ratones o ratas
(Taningher y col; 1993).

Cabe mencionar que los resultados descritos en la literatura sobre la actividad genotoxica
de los cementos 6seos son muy contradictorios, 1o que se debe en gran medida, a la ausencia de

metodol ogias estandarizadas para su gecucion.

Por esta razon, en dependencia del procedimiento empleado, € mismo materia puede
manifestar diferentes respuestas genotdxicas. Por gemplo, € test de Ames redlizado a cemento
fraguado revel 6 incrementos aislados de mutaciones reversas en Salmonella typhimurium mientras
que € ensayo de microntcleos no demostré la mutagenicidad de este materia (Jensen'y col; 1991).
Sin embargo, &l redlizar €l test de micronucleos a extractos del cemento recién fraguado, se observo
un incremento significativo de la frecuencia de micronicleos en cultivos de linfocitos humanos,
sugiriendo que en este caso la respuesta genotdxica se debe a la presencia de los componentes no
fraguados (MMA, amina, hidroquinona). Esta suposicion la corroboran los resultados de ensayos,
tanto in vitro (test de microntcleos en células de hdmster V79) como in vivo, realizados con estos
componentes organicos en ratas y ratones (Taningher y col; 1993). Se ha comprobado que la

N, N —dimetil-p-toluidina induce alteraciones cromosdmicas y provoca leves dafios al ADN.

Para poder obtener conclusiones definitivas sobre la actividad genotoxica de los cementos
0se0s se precisa, ante todo, independizar |os resultados de los ensayos de la metodol ogia empleada,
estandarizando los procedimientos y teniendo en cuenta las condiciones reales que pueden crearse
en e organismo a implantar este biomaterial. Con respecto a este Ultimo aspecto, parece mas
adecuado la evauacion de los extractos del cemento recién polimerizado, d mismo tiempo que, d
redlizar las pruebas in vivo, hay que tener en cuenta que la dosis suministrada debe reflgar la
relacion entre los pesos del implante y del paciente.
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5.1.6. CARCINOGENICIDAD

En e caso de los cementos 0seos se ensaya tanto € materia fraguado como sus
componentes por separado. Estudiando |os efectos carcinogénicos de los implantes a largo plazo se
lleg6 ala conclusion de que & cemento fraguado es practicamente inocuo al cuerpo humano; en 28
ahos de su utilizacion se citan sdlo 96 casos de cancer inducido por los implantes, de dlos 25%
después de 16 anos y 50% entre 20 y 28 afios después de la operacion. Teniendo en cuenta la
cantidad de portadores de protesis cementadas (més de 12 millones), esta incidencia s considera
baja

Los componentes individuales de la parte sdlida (PMMA, perdxido de benzoilo y sulfato de
bario) se consideran histocompatibles, aungque en algunos estudios se han observado la presencia de
leves efectos cancerigenos en ratones y ratas, que no han sido detectados en los congjillos de

Indias.

En cuanto al metacrilato de metilo se ha comprobado que |os vapores de este mondmero no
producen efectos cancerigenos en ratones y ratas (Chan y col; 1988).

Se aconsgja tener especia cuidado en la extrapolacion de estos resultados a los seres
humanos y se sugiere seguir observando la evolucién clinica de los portadores de las protesis
cementadas, para poder asi excluir definitivamente € riesgo de induccion de sarcoma de estimulo a

largo plazo (50 afios después de la aplicacion masiva del materia).

5.1.7. TOXICIDAD SISTEMICA AGUDA

Los sintomas que se observan en los pacientes durante la colocacion de los cementos
indican la presencia de dafios sistémicos que, en algunos casos, resultan ser agudos. Estos dafios se
asocian, fundamentalmente, con la aparicion de componentes organicos de bajo peso molecular en
la circulacion sanguinea, que provocan la vasodilatacion periférica y depresion directa del
miocardio. Estéa ampliamente demostrado que la caida méxima de la presion sanguinea se produce
a los tres minutos después de la colocacion del cemento en @ conducto femoral, 1o que coincide
con la méxima concentracion del mondémero en la sangre (Cambell, 1998). Esta hipotension
transitoria puede provocar serios efectos adversos, tales como paros cardiacos, accidentes cerebro-
vasculares, infartos de miocardio y embolias pulmonares (Newens y Volz, 1972) (Schuh y col;
1973). Afortunadamente, estos serios trastornos son muy poco frecuentes y se observan,
generalmente, en pacientes de avanzada edad y delicado estado de salud. Para estimar con precision
los dafios sistémicos de los cementos se realizan 1os ensayos preclinicos con todos y cada uno de
sus componentes determinando la dosis méxima tolerable por € organismo vivo y |os mecanismos
gue producen estos efectos.
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Se ha observado, mediante estudios in vitro, que e MMA afecta la movilizacién intra e
intercelular de calcio y atera € funcionamiento de los musculos vasculares. En los ensayos in vivo
en ratas, ratones, perrosy caballos se determin la dosis letal del mondmero, que depende del tipo
de especie y de la via de administracion, oscilando entre 1.000 mg/kg hasta 7.500 mg/kg.
Adicionalmente, se ha detectado que la causa principa de la muerte de los animales era de indole
respiratorio. Estos estudios han permitido estimar la dosis letal del MMA en € hombre, que resulto
ser 1.872 mg/kg, cuando se administra por via intraperitoned, y 5.616 mg/kg, d introducirlo por

via subcutanea

Para & perdxido de benzoilo, la dosis letal en ratones es de 700 ppm cuando esta sustancia
se administra por inhalacion y puede ser tolerable hasta 25 g/kg en € contacto directo con la pidl.
Para el hombre, ladosis letal de este producto se estima de 500 mg/kg cuando se administra por via
oral (Turek, 1982). En & caso de la N, N—dimetil-p-toluidina la dosis letad en ratas por
administracion oral es de 550 mg/kg y latolerancia media en ratones es de 212 mg/kg.

Para evitar |os fracasos en € uso de cementos 0seos acrilicos es necesario tener en cuenta
todos sus efectos adversos. En este sentido, un profundo conocimiento de las reacciones sistémicas
agudas que éstos pueden producir en € momento de la intervencion quirdrgica se convierte en un
requisito indispensable para lograr € éxito en las operaciones. EStos conocimientos proporcionan
también la base para una adecuada seleccion de los pacientes sugiriéndose evitar la utilizacion de
esta técnica en personas que padecen de arterioesclerosis, hipertension o enfermedades cardiacas y
CuUy0 organismo no esta preparado para compensar 10s repentinos cambios fisiol 6gicos que pueden
producirse en d momento de la operacion.

5.1.8. ESTUDIOS DE IMPLANTACION

Los estudios de implantacion estén destinados a determinar |os efectos locales que puede

provocar e cemento una vez colocado en e cuerpo humano.

Los efectos locales adversos causados a los tegidos adyacentes se relacionan,

fundamental mente, con tres aspectos a tener en cuenta:

- Efecto exotérmico de la polimerizacion
- Oclusion de las arterias metafisiarias nutricias con la consiguiente aparicion en
el &rea de necrosis 6sea

- Accion lipoliticay citotoxica del mondmero residual

Con respecto a primer aspecto se puede mencionar que, en € momento del fraguado del
cemento, su temperatura puede acanzar los 100 °C, lo que causaria la coagulacion de las proteinas.
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Sin embargo, bajo condiciones reales, cuando se coloca una fina capa de cemento entorno a la
prétesis, latemperatura de la interfase hueso-cemento no superalos 70 °C (Moregjén, 1999).

Las observaciones sistematicas de los sintomas provocados por los implantes acrilicos
permitieron generalizar las alteraciones histoldgicas, que pueden surgir durante las operaciones de
artroplastia total de cadera, asi como cronometrar la recuperacion de los tegjidos en € dtio de
implante. A continuacion se presenta un cuadro general de ambos efectos (Cambell, 1981):

1. Los tgidos permanecen lesionados hasta 3 semanas. Se necrosa una capa de tejido
blando y fibrina de hasta 3 mm de espesor y lo mismo sucede con los focos més
grandes de hueso esponjoso del trocanter mayor y del conducto femoral por debajo de
la punta dd tallo.

2. Enlatercera semana seinicia un periodo de recuperacion que dura hasta los dos afios.
El lecho del implante se reorganiza y esto se caracteriza por invasion de tegjido fibroso
y capilares, que sustituyen a hueso necrosado.

3. A losdosafios € lecho ddl implante suele estar bien establecido: es una membrana fina
de tgido conectivo de 0,5 a 1,5 mm de grosor. Se observan fragmentos esféricos del
polimero rodeados por una respuesta de células gigantes, y € tegiido lesionado del

conducto medular suele estar reemplazado por tejido normal.

La presencia del mondmero y otros componentes organicos puede provocar traumas
quimicos y la exotermicidad del proceso de polimerizacion (fraguado) puede causar traumas
térmicos. A la necrosis inicial le sigue una restauracion dd tejido, o que se manifiesta en la
aparicion de granulacion y de una membrana fibrosa. Finalmente, se logra una estabilizacion de la

prétesis debido ala formacidn de un tejido blando, principa mente fibroso.

El conocimiento de estos fendmenos es necesario, tanto para la optimizacion de las técnicas
de implantacion, con € objetivo de minimizar los traumas intraoperatorios, como para una correcta
prescripcion de la conducta postoperatoria de los pacientes, que favorezca una buena fijacion de la
prétesis ala estructura 6sea a largo plazo.

Por todo lo visto anteriormente uno de los objetivos primordiales de este trabgo es la
determinacion de la cantidad de monémero residual que queda en e cemento después de la
polimerizacion, en e momento en que se inserta en € organismo. Para esta determinacion se usd
Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-"H). Otros autores han detectado y cuantificado d
mondmero residual mediante HPLC (Valittu y cal., 1995), (Bettencourt y col., 2001), (Bettencourt
y cal., 2000).
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5.1.9. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (RMN-'H).

La resonancia magnética nuclear es un método espectral basado en las propiedades
magnéticas de los nacleos y, en su aplicacion méas comin, en las propiedades dd nucleo de

hidrégeno.

El método de RMN es relativamente moderno (en comparacion a otras espectroscopias)
pues data de 1946, afio en e que Purcell de la Universidad de Harvard y Bloch y Packard de la
Universidad de Stanford obtuvieron los primeros resultados.

Un espectrometro de RMN consiste esencidmente en un imén, un emisor de
radiofrecuenciay un detector de radiofrecuencia (Fig. 1).

Emisor !:>1::> Receptor

Figura 1. Esquema del espectrémetro de RMN.

Los nucleos de los atomos, a igual que los eectrones, poseen un momento magnético
asociado a un momento angular de spin, que puede interpretarse como una consecuencia de la
rotacion alrededor de su ge. Esta rotacion, en ausencia ce un campo magnético externo, puede
realizarse libremente, sin restriccion alguna respecto de su orientacion; ahora bien, en presencia de
un campo magnético, la orientacion que puede adoptar € €e de rotacion esta cuantizada, no

pudiendo tomar mas que determinados valores.

Cada una de las orientaciones que puede adquirir € ntcleo de un &omo en su movimiento
de spin, en presencia de un campo magnético, pertenece a un nivel de energia, por lo, podran
observarse transitos entre niveles de spin permitidos, s se hace interaccionar € nucleo en cuestion
con una radiacion electromagnética cuya frecuencia corresponde a una energia exactamente igua
gue la existente entre los niveles que toman parte en € transito. Es en este caso cuando podra
observarse absorcion de energia radiante, y por lo tanto un espectro de absorcion.
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Dexde € punto de vista clasico, la aplicacion de un campo magnético a un dipolo
magnético produce en éste un movimiento de precesion; pues bien, en & caso de un ndcleo
atémico, cuando la frecuencia de este movimiento precesional es igual a la frecuencia de la
radiacion electromagnética, € sistema se encuentra en resonancia, y es cuando puede ser absorbida
la energia necesaria para redlizar € transito. Se habla entonces de espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), para referirse a tales transiciones.

EnlaTabla 1 se pueden ver las propiedades magnéticas de al gunos nlcleos.

Tabla 1. Propiedades de algunos nucleos.

NUCLEO ABUNDANCIA | (spin nuclear) gn (factor nuclear)

Neutron & 1/2 -3,8263
H 99,985 1/2 5,5856
2H 0,015 1 0,8574
2¢ 98,892 0 A
B¢ 1,108 1/2 1,4048
14N 99,635 1 0,4066
15N 0,365 1/2 -0,566
10 99,76 0 A
19 100 12 5,257
BNa 100 32 1,478
3lp 100 1/2 2,263
s 950 0 A
*a 755 32 0,5479
gy 50,6 3/2 1,404
127) 100 5/2 1,124

Los nlcleos con spin nuclear, | = 0, no tienen momento magnético y consecuentemente no
producirén absorcion RMN. Ejemplos de tales ndcleos los congtituyen *°C, **Oy *S. Los niicleos
con | 3 1, tienen, ademés de momento magnético, momentos electronicos cuadrupolares, que
ensanchan las bandas de absorcién y hacen poco Util € espectro a eliminar la estructura fina, cuyo
significado quimico es importante. La mayor parte de los estudios de RMN se redlizan con nlcleos
del = 1/2, delos cuales @ mas frecuentemente utilizado es € proton (Vallsy dd Castillo, 1998).

Como se ha mencionado anteriormente € objetivo de este trabgo es determinar
cuantitativamente & mondmero residua contenido en los cementos en e momento de implantarse
en € organismo y ademés estudiar mediante lineas celulares de macréfagos, |a citotoxicidad de este
monomero residua. Es muy frecuente e estudio de la citotoxicidad de este mondmero en distintas
lineas celulares (Tairay col., 2000), (Cimpan'y col., 2000), (Martinsy cal., 1997).

112



Citotoxicidad del monémero residual

52. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

521 MATERIALES

Para d estudio de la determinacién dd monémero residua y de la citotoxicidad se
emplearon muestras de cementos con distinta composicion de moduladores de la cesiéon y

antibidtico y se prepararon como se describio en @ capitulo 2.

El cloroformo deuterado se utilizd para la determinacion por RMN-'H del monémero
resdua que queda en los cementos. Este reactivo se obtuvo de los laboratorios SDS (Barcelona,
Espaiia).

Para las pruebas de citotoxicidad se emplearon macr6fagos murinos de lalinea J774.

522. DETERMINACION DEL MONOMERO RESIDUAL

Se determind la cantidad de mondémero residua presente en los cementos, en € momento
en que se implantan en @ organismo (5 minutos después de la polimerizacion) y en e momento en
gue se produce € endurecimiento del cemento (10 minutos después de la polimerizacion). Para esta
determinacion se utilizo la técnica de RMN-"H, 10s espectros se registraron en un espectrometro
Briker AC-250, que opera a 250 MHz para'H.

Se tomaron por duplicado pequefias muestras de |os cementos y se colocaron en un tubo de
ensayo con 2 ml de cloroformo deuterado. Una vez disueltas las muestras, se registraron los
espectros de RMN junto con las integrales de las regiones vinilo (d 5,50-6,20) y metoxilo (d 3,38
3,87). El porcentge de mondmero presente en la muestra se calcul 6 de la siguiente manera (Sheinin
y col., 1976):

15°
% mondémero = © A 100

Donde, Ay: media de dos determinaciones de laintegral de metoxilo.
Ay: media de dos determinaciones de laintegra de vinilo.
1,5: factor de conversién que relaciona € n° de protones en la region vinil (2)

con & grupo metoxilo (3).
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523. ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD

Estos estudios se redizaron en € Depatamento de Parasitologia de la Facultad de
Farmacia de la UCM.

En estas pruebas se emplean macr6fagos murinos de lalinea J774. Su cultivo en monocapa
se mantiene de una forma indefinida, mediante pases sucesivos, en frascos de cultivo celular de
25 cnf, a 37 °C con 5% de CO,. El medio empleado para e crecimiento es e RPMI-1640
suplementado con 10% SBF y antibidticos. La conservacion de la linea se rediza por

criopreservacion.

Para la realizacion de este estudio, se procede inicidmente, despegando y separando las
células con una solucion de EDTA en PBS 1 g/l, tras 5-10 min. de incubacion en la estufa a 37 °C.
El EDTA acttia como capturador de iones Ca’*, necesarios para la adhesion de las células a la
botella. Estos se recogen y se les retira la solucion de EDTA mediante centrifugacion (1100 g.,
5 min.). Se resuspenden en medio fresco, se determina la concentracion y viabilidad con una
solucion de azul de tripan y mediante recuento en camara de Neubauer. Por Ultimo, la
concentracién se gjusta dependiendo de la técnica o proceso para €l que vayan a ser utilizados.

Para las pruebas de citotoxicidad se siembran en placas de 96 pocillos, 70.000 macréfagos
por pocillo, en 100 m de medio. Tras 24 h. de incubacién a 37 °C 'y 5% de CO,, seretirael medioy
se afiade 200 m de medio fresco con d MMA previamente disuelto alas concentraciones a ensayar,
utilizando 3 pocillos por concentracidn. Por cada concentracion se dejé un pocillo sin células, pero
con medio y MMA, que sirve como blanco del farmaco. A 6 pocillos control solo se les afiadio
medio de cultivo. Ademés e utilizan 3 pocillos con medio, y sin céulas que srven como blanco
del control. Tras 24 h de incubacion con MMA a distintas concentraciones, se procede a la
evaluacion de |a citotoxicidad.

Para la evaluacion de la citotoxicidad se emplea un méodo propuesto por Hattori y
Nakanishi (Hattori y Nakanishi, 1995). Se mide la respiracion celular, como indicador de la
viabilidad cdular, con un método basado en la reduccion a nivel mitocondrial de MTT. Tras 24 h.
en contacto con € mondmero, se retira € medio y se afiade 100 m de una solucion de MTT
0,4 mg/ml, se incuban las cdulas durante 60 min. a 37 °C. Los cristales de formazén, se disuelven
con 100 m de DMSO y luego se leen las absorbancias a 595 nm. Aquellos productos de elevada
toxicidad daran lecturas de absorbancias bajas, mientas que los no toxicos, tendrén un color similar

alos controles. Para calcular |a citotoxicidad se empleala siguiente formula
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A

farmaco 'Ab| anco farmaco

A\:ontrol - Ablanco

100

é
%C =100- &
¢

(e ey e

donde %C es €l porcentaje de citotoxicidad frente a macréfagos; Asarmaco — Ablanco farmaco €S 12
absorbancia media de los pocillos dd MMA a una concentracion determinada, menos la
absorbancia de su blanco; y (Acontrol —Poianco) €S la absorbancia media de los pocillos control, menos

la absorbancia media de los blancos control (Mudasy col., 2001).

53. RESULTADOSY DISCUSION

5.3.1 DETERMINACION DEL MONOMERO RESIDUAL

En la Fig. 2 se presenta € espectro del componente en polvo de cemento comercia
CcMwW1° Radiopaco. Las integrales (d 8,00-7,10) corresponden a peréxido de benzoilo y € resto de
sefides a PMMA prepolimerizado.

Figura 2. Espectro de RMN-'H del componente en polvo del cemento comercial CMWL° Radi opaco.
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EnlaFig. 3 se observa € espectro del componente liquido del cemento comercial CM w1°
Radiopaco. La N, N —dimetil-p-toluidina y la hidroguinona no se detectan por esta técnica de
andlisis. Asi que todas las sefides corresponden dd MMA. Las sefiales importantes para determinar
el porcentgie de mondmero residua, como ya se ha indicado antes, son las integrales de las
regiones vinilo @d 5,50-6,20) y metoxilo (d 3,38-3,87). La otra sefia (d 1,90) corresponde a grupo
metil del MMA.

Figura 3. Espectro de RMN-'H del componente liquido del cemento comercial cMwi© Radiopaco.

En las Figs. 4 y 5 se presentan los espectros del cemento comercial CM W1° Radi opaco, a
los 5 min. de la polimerizacion (momento en que € cemento se inserta en @ organismo) y alos
10 min. de la polimerizacion (cuando se produce € endurecimiento del mismo) respectivamente.
Se puede observar como los vaores de las integrales vinilo (8,137) y metoxilo (60,143) alos 5 min.
son mayores que los vaores de etas integraes a los 10 min. (4,71), (31,305). Esto indica que €
mondmero continua reaccionando, habiendo menor cantidad de monémero después de 10 min. de

que se haya producido la polimerizacion.
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Figura 4. Espectro de RMN-'H del cemento comercial cMwi® Radiopaco a los 5 min. de la
polimerizacion.

———
d—

Figura 5. Espectro de RMN-'H del cemento comercial CMWI® Radiopaco a los 10 min. de la
polimerizacion.
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En las Tablas 2 y 3 se muestran los resultados de mondmero residual obtenidos para todas
las formulaciones a los 5 y 10 min. de la polimerizacion respectivamente. Los cementos
comerciales presentan arededor de un 22% de monémero residua alos 5 minutos. El porcentge de
monoémero en los cementos modificados a este mismo tiempo oscilé entre un 23 y un 29%. Las
muestras de |os cementos comerciales tomadas a los 10 minutos presentaron un 18% de mondmero
residual, mientras que este porcentgje fue entre un 17-25% en los cementos modificados. El valor
de monémero residua obtenido para los cementos comerciales coincide con los valores obtenidos

por otros autores (Sheininy cal., 1976).

Los cementos modificados presentan mayor porcentgje de mondémero residua que los
cementos comerciales tanto a los 5 como a los 10 min. de iniciada la polimerizacion del cemento.
Este hecho puede deberse a que los moduladores de la cesion introducidos en estos cementos
modificados dificultan la polimerizacion, por lo tanto habrd mas mondmero que no ha reaccionado
dando lugar a un mayor porcentaje de monémero residual.

Unavez determinada la cantidad de mondémero residua presente en los cementos, € paso
siguiente sera realizar estudios de citotoxicidad en macréfagos para ver s esta cantidad de

mondmero puede producir dafio celular.

Tabla 2. Porcentaje de mondémero residual de las formulaciones estudiadas a los 5 minutos de la
polimerizacién. Valor medioxdesviacion estandar.

MUESTRA COMPOSICION % MONOMERO
Componente liquido del CM W1° Radiopaco ) Ya 99,22 + 0,23
CMW1°RC CMW1° Radiopaco (cemento) 22,75+0,35
cMwW1° GC CMW1° Gentamicina (cemento) 2232+057
Formulacion 10L4G 10% lactosa, 4% gentamicina 2470+ 0,16
Formulacion 10L8G 10% lactosa, 8% gentamicina 26,61+ 0,12
Formulacion 15L6G 15% lactosa, 6% gentamicina 25,07 + 0,19
Formulacion 20L4G 20% lactosa, 4% gentamicina 2715+ 0,12
Formulacion 20L8G 20% lactosa, 8% gentamicina 28,38+ 0,18
Formulacién 10H4G 10% HPMC, 4% gentamicina 2323+0,13
Formulacion 10H8G 10% HPMC, 8% gentamicina 23,98+ 0,10
Formulacion 15H6G 15% HPMC, 6% gentamicina 2302+ 0,17
Formulacion 20H4G 20% HPMC, 4% gentamicina 22,76+ 0,19
Formulacion 20H8G 20% HPMC, 8% gentamicina 29,18+ 0,32
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Tabla 3. Porcentaje de monémero residual de las formulaciones estudiadas a los 10 minutos de la
polimerizacion. Valor medio*desviacion estandar.

MUESTRA COMPOSICION % MONOMERO

CMW1°RC CMW1° Radiopaco (cemento) 20,22+ 0,33

cMw1° cC CMW1° Gentamicina (cemento) 16,80 + 0,20
Formulacion 10L4G 10% lactosa, 4% gentamicina 20,17 + 0,37
Formulacion 10L8G 10% lactosa, 8% gentamicina 2292+0,12
Formulacién 15L6G 15% lactosa, 6% gentamicina 2153+0,13
Formulacion 20L4G 20% lactosa, 4% gentamicina 24,00+ 0,39
Formulacion 20L8G 20% lactosa, 8% gentamicina 23,32+0,14
Formulacién 10H4G 10% HPMC, 4% gentamicina 20,11+ 0,18
Formulacién 10H8G 10% HPMC, 8% gentamicina 1969+ 0,12
Formulacion 15H6G 15% HPMC, 6% gentamicina 1753+ 0,15
Formulacion 20H4G 20% HPMC, 4% gentamicina 21,61+ 0,27
Formulacion 20H8G 20% HPMC, 8% gentamicina 2553+ 0,14

532. ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD

Un gemplo de cdmo son |as placas utilizadas en este tipo de estudios se puede observar en
laFig. 6.

Figura 6. Placa de 96 pocillos utilizada en | os estudios de citotoxicidad de macr6fagos.

En la Fig. 7 se representa € aspecto de los macréfagos vistos a microscopio invertido sin
mondmero y con diferentes concentraciones de monémero. Se puede ver como a medida que se
afiade d MMA e pierde la morfologia de los macréfagos indicando la citotoxicided ddd MMA
sobre los macréfagos. En la Fig. 7d se observa una capa que forma e MMA a estar en una
concentracion muy atay en la cua précticamente no hay macréfagos debido a la citotoxicidad tan

alta que tiene esta concentracion.
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@ (b)

© (d)

Figura 7. Fotografias de macrdéfagos (a) sin MMA, (b) con 7 mg/ml de MMA, (c) con 9 mg/ml de MMA'y (d)
con 29 mg/ml de MMA.

En la Tabla 4 se recogen todos los vaores obtenidos del estudio de citotoxicidad ded MMA.
Se considera que € MMA es citotdxico cuando presenta un porcentgje de citotoxicidad de més del
50%. Por lo tanto, una concentracién de 11 mg/ml ya se considera citotoxica. El porcentgje de
monodmero residua presente en cada una de las muestras a los 5 min. y a los 10 min. de la
polimerizacion presentan una concentracién mayor de 11 mg/ml, de modo que todos los cementos
tanto comerciales como modificados son citotoxicos en macréfagos considerando que todo e
monomero residual se cediera d medio celular. Por lo tanto en € siguiente capitulo se estudiaran
otras dternativas terapéuticas a estos cementos para evitar la posible toxicidad que podrian
producir en € organismo.
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Tabla 4. Porcentaje de citotoxicidad a distintas concentraciones de MMA. Valor medioz+ desviacion

estandar.
CONCENTRACION (mg/ml) % CITOTOXICIDAD

3 0+16

5 0+21

7 11,83+ 16
9 4852 + 8,87
11 86,39+ 4,73
13 9941+ 2,37
15 100+ 1,77
17 100+ 2,96
19 100+ 1,18
2 100+2,36
24 100+ 4,73
26 100+ 1,77
29 100+ 2,36
32 100+ 3,55
35 100+ 0,59
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6. ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS AL EMPLEO DE CEMENTOS OSEOS
ACRILICOS COMO SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS

En la actualidad, el &mbito de la cirugia ortopédica muestra cada vez un mayor interés
hacia la busqueda de alternativas terapéuticas al emplecs @enentos 6seos acrilicos como
dispositivos de liberacion local de farmacos. Este interés surge por varios motivos entre los que
cabe destacar en primer lugar la caracteristica de no biodegradabilidad de este material de
implantacion lo cual hace que erasiones se requiera una segunda intervencion quirdrgica para su
retirada. Por otra parte, la dificil optimizacion de la cesion de farmaco a partir de la matriz
extremadamente hidr6foba de PMMA, hace que en la actualidad no existan comercializadas nuevas
formulaciones que garanticen al mismo tiempo un adecuado control en la liberacion y ademas

consigan mantener sus buenas propiedades mecanicas.

En esta Tesis Doctoral la investigacion de estas alternativas terapéuticas se ha centrado en
dos lineas de invigacion diferentes. La primera de las cuales consiste en el desarrollo de
formulaciones obtenidas mediante el empleo de polimeros biodegradables controladores de la
cesion. Por otra parte la segunda linea de investigacion se dirige a la obtencion keiéomesu
desarrolladas a partir de materiales bioceramicos debido a sus buenas caracteristicas de

biocompatibilidad y osteointegracion.
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6a. ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS BASADAS EN EL EMPLEO DE
POLIMEROS BIODEGRADABLES

6a.l. INTRODUCCION

Los biomateriales se pueden clasificar en dos grupos teniendo en cuenta el tiempo que
deben mantener su funcionalidad. Los primeros (bioestables) deben mantenerla durante el resto de
la vida del paciente. El segundo grupo (biodegradables) incluye aolostdiiales que deben
mantener una funcionalidad adecuada durante un periodo de tiempo limitado, ya que el organismo
humano puede desarrollar mecanismos de curacion o regeneracion tisular para reparar la zona o el
tejido afectado (ValleRegi y Munuera, D).

En 1987 la Sociedad Europea de Biomateriales denomind “biodegradacion” al proceso en
el que un agente bioldgico es el componente dominante del proceso degradativo. Sin embargo, en
1991, se dio una definicibn mas practica de biodegradacion, coraetdaccion gradual de un
material mediada por un sistema bioldgico, lo que implica que el sistema bioldgico no tiene porque
ser la causa del proceso de degradacién sino solamente el medio en el que se produce.

Las principales ventajas del empleo de essiensas biodegradables es en primer lugar
gue el proceso de degradacion constituye un mecanismo util para eliminar el biomaterial después
de haber concluido su funcién. En segundo lugar la degradacion también ofrece la oportunidad de
gue pueda conseguirs@ proceso de curacidon éptimo con la recuperacion total de la funcionalidad
del sistema fisiolégico. Entre los requerimientos exigidos a los materiales biodegradables cabe
destacar que no solo los materiales de partida deben de ser inocuos sino quel¢heida serlo
sus productos de degradacion y por lo tanto ninguno de ellos debe de ser mutagénico, carcinégeno,
antigénicos, toxicos o teratégenos. Otros de los requisitos exigibles a estos materiales es que tanto
los productos de partida como los pradscde degradacion no deben entorpecer la regeneracion
tisular e incluso es aconsejable que los productos degradados sean solubles en el medio fisiol6gico.

En cuanto a su origen, los polimeros biodegradables se pueden dividir en polimeros
naturales y sinté&os. Los polimeros naturales ofrecen la ventaja de ser muy similares y a menudo
idénticos a las sustancias macromoleculares naturales frente a las que el medio bioldgico esta
preparado para reconocer y metabolizar. De esta manera, se pueden evitaci@a lpsi
problemas de estimulacion de un reaccion inflamatoria crénica. Sin embargo, los polimeros
naturales son frecuentemente bastante inmunogénicos (especialmente las proteinas). Por otra parte,
debido a que son estructuralmente mas complejos qupdd®eros sintéticos su manipulacion
tecnoldgica es mas complicada. Todo ello hace que en la actualidad se suela preferir el empleo de

los materiales biodegradable sintéticos para el desarrollo de sistemas implantables de liberacion
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controlada. Con la inteion de conseguir que por una parte sean bien tolerados por el organismo
receptor y por otra parte permitan controlar de forma eficaz la liberacién de los distintos farmacos
gue se puedan incluir en este tipo de sistemas (antibiéticos, antiinflamaimmsteroidicos,
antitrombdéticos, antineoplasicos, anestésicos, hormonas, proteinas y péptidos) (Habib y col., 1999),
(Soriano y Evora, 2000), (Sanchez y col., 2001), (Sampath y col., 1992), (Bozdag y col., 2001),
(Conti y col, 1995), (Jiao y col, 2001)lke y col., 1991), (ke y col., 1992),
(Sukukara y col., 1992), (Niwa y col., 1993), (Le Corre y col., 1994), (Polakovic y col., 1999),
(Heya y col., 1991), (Birnbaum y col., 2000), (Lam Yy col., 2001), (Soriano y col., 1995).

La mayoria de los polimeros biodegradables contienen grupos funcionales sensibles a
procesos hidroliticos como éster, carbonato, anhidrido, uretano, ortoéster o amida aunque los
compuestos mas utilizados, como los poliésteres alifaticos, contienen ésterasidate
carboxilicos. Cuando un implante a base de polimeros biodegradables es introducido en el
ambiente fisiologico, el agua penetrara en la matriz polimérica, comenzando la hidrdlisis de los
enlaces inestables hidroliticamente. Existen gran numero deefaciue pueden influir en el
comportamiento degradativo de los polimeros biodegradables: factores fisico quimicos, el tipo de
enlace labil, el mecanismo de hidrdlisis (catalitico o no catalitico), las caracteristicas del polimero
(temperatura de transiaio vitrea, peso molecular, presencia de aditivos, etc.), el caracter
hidrofilico/hidrofébico e incluso la morfologia, el lugar de implantacion o las dimensiones del
implante (ValletRegi y Munuera, 2000).

Los polita-hidroxiacidos (polimeros de &cido tiéo y glicélico) son actualmente los
polimeros biodegradables sintéticos de mayor uso, asi como los mas ampliamente investigados.
Los polia- hidroxiacidos mas usados son el poliacido lactico (PLA) y los copolimeros de acido
lactico y glicdlico (PLGA). &os polimeros presentan muy baja reaccién tisular y una minima
toxicidad, ya que los productos de degradaciéon (acido glicélico y &cido lactico) son metabolitos
gue participan en los ciclos de asimilacién clasicos, ciclo de Krebs, siendo eliminados
posterormente como didxido de carbono y agua (Athanasiou y col., 1996), (Jalil y Nixon, 1990),
(Tice y Tabibi, 1991), (Wu, 1995), (Lewis, 1990), (Kitchell y Wise, 1985), (Cohen y col., 1994),
(Tice y Cowsar, 1984). Por lo tanto estos dos polimeros biodegradabiéscos son los
seleccionados para el desarrollo de distintas formulaciones en la presente Tesis.

Con estos polimeros se han elaborado comprimidos matriciales de implantacion debido en
primer lugar a su facilidad de fabricaciébn asi como a su senaitiputacion por parte del
personal sanitario. Por lo que son una de las formas farmacéuticas mas ampliamente estudiadas
entre los distintos sistemas de liberacion controlada (Takahashi y col., 2004), (Murakami y col.,
2000), (Pohja y col., 2004).
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Por otraparte se han elaborado sistemas multiparticulares concretamente microesferas ya
gue gracias a la inclusion del farmaco en el interior de estos sistemas es posible conseguir una
cesion gradual y sostenida del mismo. La velocidad y duracién de la libedatigrncipio activo
pueden ser determinadas mediante la seleccion del tamafio de particula. Ademas estos sistemas

presentan una gran estabilidad fisica, quimica y microbiologica (Ramos y col., 2000).

6a.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6a.2.1. MATERIALES

Los polimeros sintéticos biodegradables utilizados en este estudio son pola¢bcd-
co-glicélico), PLGA 50:50, ResomérRG 503 H (R= 28 kDa); poli (D, Hacticoco-glicolico),
PLGA 50:50, ResomerRG 504 H (R= 53 kDa); poli (D, Héctico), ResomerR 206 (R= 102
kDa); poli (L-lactico), Resomér L 210 (R= 300 kDa) comprados en Boehringer Ingelheim
(Alemania). Poli (D,L-lacticaco-glicolico), PLGA 70:30 (R= 12 kDa) que fue suministrado
gratuitamente por el Consejo Superior de Investigacionesifcani{CSIC, Madrid, Espafia). Poli
(caprolactona) (= 65 kDa); poli (caprolactona) (B 80 kDa) y acido polisebacico que se
obtuvieron de Aldrich (Milwaukee, Wi, USA).

El farmaco sulfato de gentamicina USP empleado fue suministrado gratuitamente por los
laboratorios C.E.P.A., S.A. (Madrid, Espaiia).

La solucién salina tamponada de pH 6,0 y pH 7,4 empleadas en nuestros ensayos se
prepararon segun se detalla en la Farmacopea Americana (USP 26). Todos los productos

empleados fueron obtenidos de Panreac @ajrfsi.A. (Barcelona, Espafia).

Polivinil alcohol (PVA 15.000) y el diclorometano utilizados para la elaboracion de las
microesferas se obtuvieron respectivamente de Fluka (Suiza) y Panreac Quimica, S.A. (Barcelona,
Espafia). El etanol usado en la elabonaclé los comprimidos se obtuvo de Panreac Quimica, S.A.
(Barcelona, Espaiia).

Para la preparacion del reactieeftaldialdehido, usado para el analisis espectrofotométrico
del sulfato de gentamicina, se empleamsfialdialdehido y Znercaptoetanol obtelus de Sigma
Aldrich (Madrid, Espafia), metanol obtenido de -Saan (Dublin, Irlanda) y borato soédico
obtenido de Panreac Quimica, S.A. (Barcelona, Espafia).
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6a.2.2.ESTUDIO DE INTERFERENCIA ANALITICA DE DISTINTOS POLIMEROS
BIODEGRADABLES CON EL SULFAD DE GENTAMICINA

Con la finalidad de descartar una posible interferencia de los polimeros biodegradables con
el método analitico del antibiético se comprobaron las lecturas espectrofotométricas de las
muestras de los distintos polimeros, preparadas ipticatio, que se introducen en los viales de
forma que la cantidad de los mismos sea igual a la que contienen los comprimidos. Estas muestras
se analizan a la misma longitud de onda que el sulfato de gentamicir®2 nm). Los polimeros
biodegradablesestudiados fueron: Poli (caprolactona) ,£P 65 kDa); poli (caprolactona)

(P.= 80 kDa); éacido polisebacico; poli (DL-lactico), Resomer R 206; poli (l-lactico),
Resomer L 210; poli (D, Hlacticoco-glicdlico), PLGA 50:50, ResomeRG 503 H;poli (D, L-
lacticoco-glicdlico), PLGA 50:50, ResomerRG 504 H. Las lecturas espectrofotométricas se

realizaron al cabo de 1; 1,5; 2; 3; 4; 5y 6 semanas.

6a.2.3.ESTUDIO DE COMPATIBILIDAD PRINCIPIO ACTIVO: EXCIPIENTES
UTILIZADOS EN LA ELABORACION DE COMRRIMIDOS

Este estudio de compatibilidad se realiz6 mediante el empleo de la técnica de calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Las medidas de DSC se llevaron a cabo empleando un calorimetro
diferencial de barrido MettleFoledo 820 (Mettler Toledo, Suigaonectado a un sistema de
enfriamiento que funciona con nitrégeno liquido. La escala de temperatura se calibré usando las
temperaturas de fusion del indio y del zinc. Para realizar el ensayo se emplearon capsulas de
aluminio selladas y con un agujero kEntapa como la de referencia y las muestras pesaron
aproximadamente 5,0 mg. Todas las muestras se calentaron a una velocidad de 10 °C/min en
atmosfera de nitrégeno.

Las muestras analizadas fueron el sulfato de gentamicina, los polimeros biodegradables
Reomer RG 503 H y ResomeRG 504 H y las mezclas fisicas de los mismos en una proporcion

principio activo: polimero (1:5).

6a.2.4. PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE COMPRIMIDOS MATRICIALES DE
IMPLANTACION

La elaboracion de los comprimidos matriciales, bicatples para implantacion comenzé
con un proceso previo de la tamizacion de los componentes (tamiz de luz de malla de 1 mm) tras lo
cual se realiz6 un proceso de mezclado. Para cada una de las formulaciones se comprobd la eficacia
de mezclado en un minimde 5 muestras por lote de forma que se garantizase que en todos los

casos el coeficiente de variacion fuese inferior al 5%.
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Se prepararon comprimidos con la técnica de compresién directa, asi como mediante una
granulacién previa a la compresion. Las fdamiones que contienen el polimero ResGné®
503 Hfueron las obtenidas mediante compresion directa y las que contienen el polimero Resomer
RG 504 Hfueron sometidas a un proceso de granulacion previo con etanol 96%, el porcentaje de
este agente humectz empleado fue del 24%, tras lo cual se forz6 el paso de la masa plastica a
través de un tamiz de luz de malla de 1 mm.

Las proporciones de principio activo y polimeros biodegradables empleados en las distintas

formulaciones se encuentran recogidasesiguiente tabla.

Tabla 1. Composicion de los comprimidos de implantacion.

FORMULACIONES SULFATO DE RESOMER"RG 503H RESOMER“RG 504 H
GENTAMICINA (%) (%)
(%)
503:10 10 90 O
503:20 20 80 O
504:10 10 O 90
504:20 20 O 80
50430 30 O 70

El proceso de compresion se realizé en una maquina de comprimir excéntrica Bonals
modelo B40 (J. Bonals, Espafia). Se empled un juego de punzones planos biselados de 12 mm,

ajustandose el peso de los comprimidos en todos los casos a 500 mg.

6a2.5. RESISTENCIA A LA FRACTURA

Los estudios de resistencia a la fractura se realizaron por sextuplicado en un equipo Pharma
Test PTB 311 (Pharma Test, Alemania) y los resultados se expresaron en Newtons.

6a.2.6. ESTUDIOS DE LIBERACION N VITRO” DEL ANTIBIOTICO EN COMPRIMIDOS
DE IMPLANTACION

El estudio de velocidad de disolucion de estos comprimidos se realizd6 en 3 ml de tampdn
PBS pH 7,4, en viales de 5 ml que se introdujeron en un bafio de agitacion termostatizado a
37 £ 0,1 °Cy las tomas de natia fueron a las 2; 8; 24; 48; 72 y 96 horas y posteriormente al cabo
de 1; 1,5; 2; 3; 4; 5y 6 semanas. Se tomaron en cada muestra 3 ml y se afiadio la misma cantidad
de medio de disolucion fresco. Las muestras se analizaron usando el método espeaitiofotom
UV propuesto por Zhang después de la derivatizacioroepintaldialdehido. Cada experimento se
realizé por sextuplicado.
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6a.2.7.ESTUDIO DE TOXICIDAD DEL SULFATO DE GENTAMICINA EN LINEA
CELULAR

Se ha realizado un estudio de toxicidad celular délta gentamicina ya que los polimeros
empleados en la obtencion de los comprimidos y de las microesferas presentan una seguridad
reconocida incluso por via parenteral. Las concentraciones estudiadas de gentamicina parten desde
la concentracion minima iiditoria 4 pg/ml; hasta una concentracion 800 veces superior

(3200ug/ml) y se estudio en la linea celular de macrofagos (Linea J774).

6a.2.8. PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE MICROESFERAS

Las microesferas se prepararon por el método de doble @matsi evaporacion de
solvente (Singh y col., 2001), (Prior y col., 2000) (ver Esquema 1). Se elaboraron 4 lotes, sin
ultrasonicacion (lote n° 1) y con sonda de ultrasonidos (lotes n°® 2, 3 y 4). La composicion de los

distintos lotes se puede ver en la aahl

Tabla 2. Composicion de los distintos lotes elaborados de microesferas.

LOTE METODO POLIMERO SULFATO DE POLIMERO
GENTAMICINA (%) (%)
1 Sin ultrasonic. Resomet RG 503 H 1 99
2 Con ultrasonic. ~ Resomét RG 503 H 1 99
3 Con ultrasonic. PLGA 70:30 1 99
4 Con ultrasonic. Resomet R 206 1 99

El método de doble emulsion sin ultrasonicacion se desarroll6 de la siguiente manera. El
sulfato de gentamicina se disolvid en una solucion salina tamponada (10 mM, pH 6,0) féamando
primera fase acuosa {A La fase organica estaba compuesta por diclorometano y el polimero.
Estas soluciones se emulsificaron usando un agitador del alta velocidad T 25 badiartaiica
(lka”, Alemania) a 11.000 rpm durante 2 min. para formar lalsgn primaria A/O.
Posteriormente esta emulsion/@ se vertio sobre una solucion salina tamponada (pH 7,4) que
contenia polivinil alcohol (PVA) al 2% y se homogeneiz6é con un agitador del alta velocidad T 25
basic UltraTurrax’' (Ika”, Alemania) a 11.0Drpm durante 2 min.

La emulsion AO/A, se agitdé a 500 rpm durante 4 horas a temperatura ambiente para la
evaporacion del diclorometano. Las microesferas se recogieron por centrifugacion a 9.000 rpm
durante 20 minutos, posteriormente se lavaron 3 vecesagoa destilada. Finalmente las

microesferas se liofilizaron y se conservaron a 4 °C.
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El método de doble emulsiéon con ultrasonicacion se desarrollé de la misma manera que el
descrito anteriormente, la diferencia es que la primera emulsion se obtizemddiluna sonda de
ultrasonidos Sonifier 250 (Branson, Reino Unido) durante 30 s manteniendo la muestra fria con
hielo.

FASE ACUOSA (A FASE ORGANICA (O)

e —

by,

“  EMULSION A/O

\

FASE ACUOSA (A)

v
EMULSION A/O/A;

EVAPORACION DEL SOLVENTE

v
MICROESFERAS

Esquema 1. Elaboracion de microesferas por el método de doble emulsién con evaporaciéon de solvente.

6a.2.9. CARACTERIZACION DE LAS MICROESFERAS

ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA Y EL TAMANO DE LAS MICROESFERAS

La morfologia de las microesferas se analizé por microscopia electrénica de barrido (SEM)
utilizando un microscopio Jeol JSBA00 (Japan Electron Optics Lab., Tokio 196, Jappe
trabaja a una tension de aceleraciéon de 20 kV y su resolucion méaxima es de 35 A Las muestras se
recubrieron con una fina lamina de oro para favorecer su conductividad.

El tamafio de las microparticulas de cada lote se determin6é mediante difraccagosle
laser(Galai’ Cis-1).
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ESTUDIO DE DIFRACCION DE RAYOS X

Los estudios de difraccién de rayos X se realizaron con un difractémetro Philips X Pert
MPD PW3050. Las distintas muestras son expuestas a una radiaci@n r@onkicromatizada. Se
explord la zonacomprendida entre 530°M ; tamafio de paso 0,04°0f2/ tiempos de conteo 1

segundo por paso.

EFICACIA DE ENCAPSULACION

El nivel de carga del sulfato de gentamicina en las microesferas se determiné disolviendo
aproximadamente 20 mg de microesferas enndl,sle NaOH 1 N, agitAndose a temperatura
ambiente toda la noche. El sulfato de gentamicina se analizé espectrofotométricamente a

A = 332 nm después de la reaccion de derivatizaciorodtaidialdehido. El estudio se realizé por

triplicado.

ESTUDIO DE LIBERACION “IN VITRO” DEL ANTIBIOTICO EN MICROESFERAS

La cesion del sulfato de gentamicina desde las microesferas se determiné por el método de
didlisis (Lee y col., 2002)Las muestras se suspendieron en 0,5 ml tampoén salino pH 7,4 y se
trarsfirieron a una bolsa de didlisis (Colodion Sart6rig@ kD). Esta bolsa se introdujo en un vial
de 20 ml que contenia también la solucion salina tamponada pH 7,4. El ensayo se mantuvo a
37 £ 0,1 °C y se mantuvo en agitacidbn magnética. A intendterminados de tiempo, se retiraron
alicuotas de 1 ml y se reemplazaron con medio de disolucion fresco. Las muestras se analizaron
usando el método espectrofotométrico UV propuesto por Zhang después de la derivatizacion con

o-phtaldialdehido. Cada exgpimento se realiz6 por triplicado.
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6a.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6a.3.1. ESTUDIO DE INTERFERENCIA ANALITICA DE DISTINTOS POLIMEROS
BIODEGRADABLES CON EL SULFATO DE GENTAMICINA

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las lecipeatr@stométricas de los
distintos polimeros biodegradables estudiados. En todos los casos los valores de las lecturas
espectrofotométricas se van incrementando a medida que se prolonga el tiempo de
experimentacion. Para la elaboracion de los comprimdiesimplantacion de sulfato de
gentamicina solamente se han empleado en el presente trabajo los copolimeros de acido lactico y
glicélico Resomer RG 503 H y ResomeRG 504 H. El mayor valor de lectura de las muestras de
Resomer RG 503 H 0,0114 0,02 se lotuvo al cabo de las seis semanas de ensayo y en el caso
del polimero ResomeRG 504 H el valor maximo llegé a ser de 0,0360,02 (ver Tabla 3). En
todos los casos las lecturas espectrofotométricas de las muestras que contienen gentamicina son de
al mems 0,190 U.A. (20ug/ml de gentamicina) por lo que se pueden considerar despreciable los
bajos valores de absorbancia atribuibles al polimero. Debido a lo cual se concluye que no existe
interferencia analitica con el método espectrofotométrico empleaddantopolimeros de PLGA
y el sulfato de gentamicina.

Aungue en la formulacién de comprimidos de implantacion no se han utilizado otros
polimeros biodegradables en el posterior trabajo de desarrollo de microesferas de gentamicina si se
ha empleado el &b polilactico -206. El valor maximo de lectura de este polimero al cabo de las
6 semanas de ensayo es de 0,181 por lo que se puede considerar que este polimero tampoco

interfiere en el método de determinacion cuantitativo empleado para laigewtduer Tabla 3).

El resto de polimero biodegradables estudiados tampoco presentan altos valores de
absorbancia (ver Tabla 3) por lo que pueden ser empleados en la preparacion de formulaciones con
gentamicina que posteriormente vayan a ser evaluadosl ecnismo método de determinacion
empleado en el presente trabajo.
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Tabla 3. Medidas de absorbancia medias de cada polimero a lo largo del tiempo y su desviacion estandar.

POLIMERO ABS ABS ABS ABS ABS ABS ABS 6S
1S 1,58 2S 3S 4S 5S
Poli 0 0,00520,01  0,007%0,01  0,00880,01 0,00920,01 0,01460,01 0,018%0,01
(caprolactona)
65 kDa
Poli 0 0 0,0015%0,002 0,004&0,007 0,00020,001 0,01140,01 0,01930,01
(caprolactona)
80 kDa
Polisebacico 0 0 0 0,001%0,002 0,00320,005 0,01020,01 0,04730,03
Resomet 0 0,00020,001 0,00140,002 0,00220,005 0,00320,006 0,00520,01 0,02180,04
L 210
Resomet 0 0 0,0004:0,0007 0,003%:0,005 0,003%:0,006 0,00640,01 0,01320,01
R 206
Resomet 0 0,000&0,001 0,0026:0,004 0,00540,009 000#0,01 0,010%0,01 0,01140,01
RG 503 H
Resomet 0 0 0 0,00430,007 0,00430,007 0,00760,01 0,01620,02
RG 504 H
6a.3.2.ESTUDIO DE COMPATIBILIDAD PRINCIPIO ACTIVO: EXCIPIENTES

UTILIZADOS EN LA ELABORACION DE COMPRIMIDOS

En la siguiente figura (Fig. 1) se nai la curva de DSC correspondiente al sulfato de

gentamicina. En dicha curva se observa un pico endotérmico amplio a 105,33 °C correspondiente a

perdida de agua y un pico a 244 °C, correspondiente a la fusién y descomposiciéon de dicho farmaco
(Rosenkrarg y col., 1980), (Merck Index, 1996).

Flujo de calor — Exo

100

T T
150

T (°C)

200

T T
250

300

Figural. Curva de DSC del sulfato de gentamicina.
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En la siguiente figura (Fig. 2) se muestran las curvas de DSC correspondientes a los
polimeros ResomeiRG 503 H y Resomé&rRG 504 H, que presentan $ya 54,83 °Cy 56,67 °C

respectivamente.

En la Fig. 3 se muestran las curvas de DSC correspondientes a las mezclas fisicas
gentamicina: polimero en las que se aprecia en primer lugafy lde los polimeros
aprximadamente a 55 °C y en segundo lugar el pico de descomposicién de la gentamicina a
244 °C que se superpone con una posible descomposicién del polimero. Por lo tanto se puede
concluir que no existe incompatibilidad entre la gentamicina y ambos pudinue PLGA

pudiendo por tanto ser empleados en la formulacion de comprimidos matriciales de implantacion.

Resomer 503

Resomer 504

Flujo de calor —» Exo

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Temperatura (°C)

Figura2. Curva de DSC de los polimeros Resdnfe& 503 H y ResomeRG 504 H.
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Resomer 503
Resomer 504

Flujo de calor ——EXx0

T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 3. Curvas de DSC de la mezcla fisica de los polimeros ReS@&@503 H y ResonteRG
504 H y el sulfato de gentamicina.

6a.3.3. RESISTENCIA A LA FRACTURA

En la Tabla 4 se muestran los valores medios de resistencia a la fractura y las respectivas
desvia@mnes estandar de las distintas formulaciones.

El polimero ResomerRG 504 H tiene unas mejores caracteristicas de compresibilidad que
el 503 por lo que con las formulaciones que contienen este polimero (ReR@n&04 H) se
consiguen obtener comprimidos whayor resistencia a la fractura. Los valores de resistencia a la
fractura fueron respectivamente 120,9; 170,9; 190,1 Nw para las formulaciones 504:10, 504:20,
504:30 frente a los valores de 76,6 Nw y 82,6 Nw de las formulaciones 503:10, 503:20

respectivanente.

Tabla 4. Valores medios de resistencia a la fractura de las distintas formulaciones con su desviacion
estandar.

FORMULACION RESISTENCIA A LA FRACTURA
(Nw)
503:10 76,6+ 0,13
503:20 82,6+ 0,10
504:10 120,9+ 0,11
504:20 170,9+ 0,12
504:30 19,1+ 0,11
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6a.3.4. ESTUDIOS DE LIBERACION N VITRO” DEL ANTIBIOTICO EN COMPRIMIDOS
DE IMPLANTACION

Todas las formulaciones de comprimidos preparadas presentan una rapida cesion inicial del
farmaco como se puede observar en la Figura 4 (Perfiles de alistobutivos). Las
formulaciones con menor cesion inicial son aquellas que contienen un 10% de farmaco y entre
ambas la cesion inicial es menor cuando el polimero empleadoRmssemer RG 503 H. Sin
embargo, en la Figura 5 (Perfiles de cesion acumodlfise aprecia que la cesion se controla
mejor con elResomér RG 504 H, ya que estas formulaciones presentan una cesién mas
prolongada en el tiempo. La mayoria de las formulaciones pierde la forma al cabo -de las 3
semanas del ensayo, lo que por unaepgermitira el crecimiento 6éseo en sustitucion de la
formulacion en la cavidad 6sea y ademas facilita la liberacion de la gentamicina que aun contienen
estos comprimidos de implantacion 6sea. Asi por ejemplo, la formulaciBestener RG 504 H
con un 2% de gentamicina cede incluso un 1,97% en la Ultima semana del ensayo con lo que
durante todo el ensayo se garantiza una concentracion de antibidtico qe/@8gue supera la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI = gg/ml). Durante las primeras 24 hsias porcentajes
cedidos de las distintas formulaciones varian entre un 86% en el caso de la formula2id¥ 504
un 96% en el caso de la formulacién &Bb, lo que suponen respectivamente concentraciones
locales de gentamicina de 43@/ml y 480 pg/ml teniendo en cuenta un posible volumen de

distribucion local de 200 ml.

Perfiles de cesioén distributivos

—+—503:10
—8—503:20
504:10
504:20
—%—504:30

% Cesion

0 8 48 96 240 504 840
Tiempo (h)

Figura 4. Perfiles de cesion distributivos del sulfato de gentamicina en las distintas formulaciones de
comprimidos de implantacién estudiadas.
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Perfiles de cesidon acumulativos

—+—503:10
—8—503:20
504:10
504:20
—%—504:30

% Cesion

0 8 48 96 240 504 840
Tiempo (h)

Figura 5. Perfiles de cesion acumulativos del sulfato de gentamicina en las distintas formulaciones de
comprimidos de implantacion estudiadas.

6a.3.5.ESTUDIO DE TOXICIDAD DEL SULFATO DE GENTAMICINA EN LINEA
CELULAR

En la Tabla 5 se recogen todos los valores obtenidos del estudio de citotoxicidad de la
gentamicina en lineas celulares de macréfagos. Debido a que todos los porcentajes de citotoxicidad
obtenidos son inferiores al 50% se puede considerar que ninguna cEndastraciones de

gentamicina estudiadas-3200ug/ml) son citotoxicas.

Por lo tanto se puede concluir que las concentraciones maximas de gentamicina
(480 pg/ml) que originan los comprimidos matriciales obtenidos no son concentraciones

citotoxicas.

Tabla 5. Resultados del estudio de citotoxicidad del sulfato de gentamicina en macréfagos.

CONCENTRACION CITOTOXICIDAD
(rg/ml) (%)

4 0+0,01
32 0+0,01
100 0+0,01
400 10,89+ 0,2
1000 14,25+ 0,1
1300 14,67+ 0,3
1600 25,56+ 0,3
3200 34,14+ 0,2
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6a.3.6.CARACTERIZACION DE LAS MICROESFERAS

ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA Y EL TAMANO DE LAS MICROESFERAS

Las microesferas del lote n° 1, blancas y con farmaco, (ver Figs. 6 y 7) fueron esféricas de

superficie lisa pero con numerosos peques@®s. Las microesferas presentaron una distribucion
heterogénea y un didmetro medio comprendido erifgugh.
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Figura 7. Morfologia y tamafio de las microesferas saoifato de gentamicina del lote 1.
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Las microesferas del lote 2, blancas y con farméam, Figs. 8 y 9)fueron también

esféricas de superficie lisa y también presentaron muchos poros pequefios. Estas microesferas

presentaron una distribucion de tamai@ particula mas homogénea que las del lote 1. Presentaron
un diametro medio de 3dm.
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Figura 9. Morfologia y tamafio de las microesferas con sulfato de gentamicina dél.lot
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Las microesferas del lote 3, tanto las blancas como las de farfvacdsigs. 10 y 11)
fueron también esféricas pero con una superficie rugosa y presentaron menos poros gue los lotes 1
y 2. Estas microesferas presentaron un diametro medoae. 4

Figura 10. Morfologia y tamafio de las microesferas blancas del lote 3.
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Figura 11. Morfologia y tamafio de las microesferas con sulfato de gentamicina del lote 3.
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Las microesferas del lote 4 de polilactico, tanto las btammemo las que contenian
farmaco (ver Figs. 12 y 13) presentaron una superficie perfectamente lisa sin poros. La
distribucion de tamafio fue homogénea con un diametro mediojda.38
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Figura 12. Morfologia y tamafio de las microesferas blancas ded 4.
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Figura 13. Morfologia y tamafio de las microesferas con sulfato de gentamicina del lote 4.
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ESTUDIO DE DIFRACCION DE RAYOS X

El sulfato de gentamicina y los polimeros incluidos en las microesferas son amorfos y por

lo tanto todos losiflactogramas presentaron halos amorfos.

En el difractograma del lote 1 las microesferas cargadas presentaron 3 picos que

corresponde con un residuo cristalino de fosfato deddigeno de potasio (KRO,) del PBS

empleado en la elaboracion de las mideves. Este residuo cristalino aparecié pero con menor

intensidad en muchos de los difractogramas de las microesferas que contenian PLGA.

El difractograma del lote 4 fue bastante diferente al resto de los difractogramas de los otros

lotes presentando un@ensidad bastante mas baja en el halo amorfo.

Batch n° 1 loaded microspheres i
p Batch no 2 loaded microspheres
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Figura 14. Difractogramas de los distintos lotes de microesferas elaborados.
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EFICACIA DE ENCAPSULACION

La Tabla 6 presenta la eficacia de encapsulacion de los diferentes lotes de microesferas. El
excdente resultado de la eficacia de encapsulacién del lote 2 obtenido por el método de
ultrasonicacion, determiné su inclusiéon en los estudios de cesiditro del farmaco. En dichos
estudios se realiz6 una comparacion entre el lote 1, microesferas abtnidltrasonicacion y el

lote 2 ya que las microesferas tenian la misma composicion solo se diferenciaban en el método de

elaboracion.
Tabla 6. Resultados de eficacia de encapsulacion.
LOTE EFICACIA DE ENCAPSULACION (%)
1 17,84+ 0,71
2 97,94+ 0,18
3 68,70+ 1,84
4 53,01+ 0,76

ESTUDIO DE LIBERACION “IN VITRO” DEL ANTIBIOTICO EN MICROESFERAS

En la Fig. 15 se puede ver la cesion de gentamicina en el lote 1. A la izquierda se puede
ver la cantidad acumulada de gentamicina cedida frente aloti€fafas microesferas presentaron
una cesion muy rapida en las primeras horas. Esto se debe a los poros de las microesferas que se
vieron en las fotos de microscopia electrénica de barrido. A la derecha se pueden ver las dos
cinéticas de cesion de la gemiaina. Estas cinéticas de disolucién se ajustan a una ecuacion que
representa la suma de dos ecuaciones diferentes. El 50% de la gentamicina encapsulada se cedio a
alta velocidad y el 31% de la gentamicina encapsulada se cedié a una menor velocidad.
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Figura 15. Cesién del sulfato de gentamicina desde el lote 1.
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En la Fig. 16 se puede ver la cesion de gentamicina en el lote 2. A la izquierda se puede ver

la cantidad acumulada de gentamicicadida frente al tiempo. El perfil de cesién es

completamente diferente al anterior. Estas microesferas presentan una cesion sostenida durante mas

de 5 semanas. A la derecha se pueden ver las dos cinéticas de cesion de la gentamicina. Estas

cinéticas dedisolucion se ajustan a una ecuacion que representa la suma de dos ecuaciones

diferentes. El 10% de la gentamicina encapsulada se cedi6 a alta velocidad y el 60% de la

gentamicina encapsulada se cedi6 a una menor velocidad.

Y% Released

6a.4.

% Released

o 4] 30 A0

Time (days}

Teme |day s}

% Released = 60.47-££0.087§+10.06 (1e-24.46)
Figura 16. Cesioén del sulfato de gentamicina desde el lote 2.
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6b. PASTAS DE HIDROXIAPATITA PARA CESION LOCAL DE FARMACOS

6b.1. INTRODUCCION

El uso de biomateriales ceramicos es bien conocido en odontologia pero su uso en otro tipo
de implantes médicos es relativamente nuevo. La principal ventaja de las ceramicas
comparacion con otros materiales es que tienen muy baja reactividad quimica, lo que les hace
inertes y por lo tanto biocompatibles. Desde el punto de vista mecanico, se caracterizan por una
gran resistencia a la compresion y menor a la traccion, aisterecia a la erosion, y con
propiedades de baja friccion en la articulacion asi como por ser quebradizos y rigidos. Las
propiedades de baja friccion son reforzadas por el hecho de que sus superficies pueden ser tratadas
hasta alcanzar limites muy altas mulido, lo que nos daria una superficie que podria soportar
grandes cargas frente a ella misma o frente a materiales poliméricos en el medio fisiolégico. Por
otra parte, poseen una alta conductividad para favorecer la adherencia celular y tisular. Las
bioceramicas, naturales o sintéticas, usadas individualmente o con materiales adicionales organicos
o poliméricos, son las mas prometedoras entre todos los biomateriales usados en la reparaciéon de
tejidos duros y blandos (Bétissan, 2003).

Mientras que losnateriales sintéticos son ampliamente usados en el campo biomédico, los
materiales de origen natural recientemente han empezado a ser considerados como una fuente
abundante de materiales para nuevas aplicaciones biomédicas. Las biocerdmicas natwales, tale
como las procedentes de los esqueletos animales (hidroxiapatita o carbonato calcico), son
producidas a través de métodos de optimizacion natural para soportar y mantener fisicamente una
variedad de tejidos en multiples funciones. Durante la Gltima déehtieremento del estudio de
la biomineralizacion ha determinado una gran mejora en los métodos biomiméticos de sintesis y en
la produccion de biomateriales de nueva generacion. Reacciones en la interfaz mediadas por
monocapas de surfactante y polimenevelaron muchas analogias con los procesos de
biomineralizacion natural (Tang y col., 2003). La sintesis de complejos inorganicos, basados en
estructuras naturales que pueden imitar a soportes naturales, sobre los que se produce el anclaje de
las célulaspfrece una variedad de posibilidades para la construccion de una nueva generacion de

analogos 0seos para ingenieria tisular.

El hueso contiene maerg micreporos, que estan interconectados para permitir que los
fluidos y nutrientes necesarios para gjamismo puedan ser transportados, haciendo del hueso una
estructura extremadamente compleja. Muchos investigadores han probado a imitar las cualidades
Unicas del hueso, sin embargo es practicamente imposible copiarlas o emularlas adecuadamente.
Muchas cue®ones han ido dirigidas a producir materiales 6seos sintéticos; propiedades,
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morfologia y estructura, tipo y fraccion de volumen de los poros, el estado de la interfaz y
velocidades de degradacion.

Cuando un material sintético se introduce en el oukgmano, los tejidos reaccionan
hacia el implante de diversas maneras dependiendo del tipo de material y de las cargas funcionales
aplicadas. Las Unicas sustancias que no presentan ningun tipo de rechazo por parte del organismo
son las producidas por élsmo (autégeno) sin embargo, las otras sustancias que son reconocidas
como extrafas, inician algun tipo de reaccion. El mecanismo de interaccion tisular al nivel de nano
escala depende de la respuesta tisular en la superficie del implante. En gendéaimnitres
describen o clasifican un biomaterial con respecto a la respuesta tisular. Estos son bioinertes,
bioreabsorbibles y bioactivos, quedando recogidos estos términos en numerosas referencias
bibliograficas (Hench, 1988), (LeGeros, 1988), (Kokuboly 2000), (deGroot, 1987).

Ademas de la biocompatibilidad y de la interaccion tisular, otros factores tales como
materiales usados, carga funcional, estado del paciente, edad y técnica quirirgica usada también
tienen un papel importante en la adaifidalol y longevidad del implante.

La fraccion mineral 6sea estd compuesta de laminasanatalinas, hidroxiapatita (HAp).
La apatita 6sea puede ser descrita mejor como carbonato de hidroxiapatita (CHA) y por la formula
(Ca, Mg, Nayy(PO,,C0s)s(OH),. La composicion del (CHA) comercial es similar a la apatita

mineral 6sea (LeGeros, 1988).

En general las bioceramicas de fosfato calcico naturales y sintéticas son osteoconductivas
(tienen la capacidad de favorecer el crecimiento tisular y la format@orhueso) y no
osteoinductivas (capacidad para formar hueso cuando se implantan en lugares donde no existe
tejido 6seo). Algunas aplicaciones ortopédicas y dentales de las bioceramicas de fosfato de calcio
incluyen reparacion de defectos 6seos, reparalddefectos periodontales, aumento de la cresta
alveolar, implantes auditivos, implantes oculares, reconstruccion maxilofacial, fusion de la espina
dorsal, relleno de espacios 6seos, aditivos de cementos 6seos y recubrimientos de implantes. El
injerto dehueso se usa actualmente en cirugia para el tratamiento de defectos en la cafa diafisal,
defectos de no union y de relleno metafisal y reconstruccion mandibular. Estos son los problemas
que suponen un mayor reto en cirugia ortopédica y maxilofacial. Graediectos en el hueso
debido a traumas, tumores, remodelado periprostético u osteolisis inducida por particulas

representan un reto clinico ya que hoy en dia las opciones terapéuticas son limitadas.

El injerto de hueso autdogeno puede ser osteogénieofdgma hueso), osteoconductivo
(no tiene capacidad para inducir o formar hueso pero proporciona un soporte inerte en el cual el
tejido 6seo puede regenerar hueso), u osteoinductivo (estimula a las células para someterse a una
conversion fenotipica haci&lalas de tipo osteoprogenitor para formar hueso). Actualmente no
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hay sustitutos para hueso autdégeno; hay, sin embargo, alternativas sintéticas. Mientras que el
autoinjerto continua siendo el “estandar de oro” hay muchas situaciones donde el suministro del
hueso es limitado o la calidad puede ser inapropiada. La extraccion del hueso para el injerto
aumenta la morbilidad, el tiempo de cirugia y la pérdida de sangre, que son inconvenientes clinicos

significantes.

Los aloinjertos se han usado como una altman del autoinjerto, pero ellos no presentan o
presentan una baja osteogenicidad, aumentan la inmunogenicidad y presentan una resorcion mas
rapida que el hueso autdgeno. En la préactica clinica, los aloinjertos frescos se usan poco a causa de
la respuestinmune y el riesgo de transmisién de enfermedades.

Los aloinjertos congelados y liofilizados son osteoconductivos pero son considerados, en el
mejor de los casos, débilmente osteinductivos. La liofilizacion disminuye la solidez estructural del
aloinjerto, por lo tanto este tipo de aloinjertos no pueden ser usados en situaciones donde se
requiere que el injerto actie como soporte estructural. Los aloinjertos a granel se pueden utilizar
para el tratamiento de defectos 6seos segmentales. La incorpdrabigica de los aloinjertos es
un proceso lento e incompleto (Enneking y Mindel, 1991). Se conoce muy bien su uso para
reconstruccion después de reseccion de tumores de hueso, sin embargo no es comdn en
reconstruccion después de un trauma, cuando gieneqormalmente el alargamiento y transporte

del hueso.

El hueso, por su quimica, estructura y morfologia, difiere respecto a la implantacion de los
organos solidos y los tejidos revascularizados. El hueso se regenera utilizando recursos autdégenos
incluyendo células, citoquinas y vasos sanguineos, sin tener en cuenta la fuente del material del
injerto. Se sabe que el hueso comparte, con otros 6rganos transplantables y tejidos, la capacidad de
inducir una variedad de respuestas inmunoldgicas congidersun naturaleza alogénica y
xenogeénica (Friedlaender y col., 2003).

Materiales derivados sintéticamente de varias fuentes incluyendo las fuentes naturales se
han usado como injertos de hueso en un intento para mejorar las limitaciones del autoinjerto y
aloinjerto (Keating y McQueen, 2001), (Moore y col., 2001). Sin embargo la composicién quimica
y la estructura fisica de las hidroxiapatitas naturales, sin duda las mas parecidas a la del tejido éseo
circundante, son obviamente menos inmunogénicas quapdias sintéticas. Para utilizar la
hidroxiapatita natural, sin embargo, es necesario completamente eliminar la matriz organica
responsable de la reaccién inmunogénica que puede finalmente comprometer la integracion del
material en el sitio de implaniéo. Hasta ahora el método mas extendido para purificar la matriz
mineral 6sea obtenida de fuentes animales ha sido el uso combinado de solventes quimicos y
tratamiento con calor, que apenas puede garantizar el mantenimiento de los requisitos de la
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estructira histolégica y quimica (Raynaud y col., 2002). Por esta razon, es de gran interés el
desarrollo de nuevas tecnologias para preparar y obtener matrices minerales 6seas de reducido
contenido proteico. El hipoclorito de sodio (NaClO), se ha usado pretwapaa eliminar los
componentes organicos de los materiales biolégicos (Nakamura y col., 1985), (Schiller y col.,
1995).

Por otro lado, recientemente, se ha centrado mucho la atencion en la combinacion de HAp
con polimeros naturales (Itoh y col., 200&fhao y col., 2002), (Murugan y Panduranga, 2002),
(Murugan y Panduranga, 1998) y con polimeros sintéticos (Wang y col., 2002), (Murugan y
Panduranga, 2003, a), (Murugan y Panduranga, 2003, b).

La hidroxiapatita se ha usado como sistema de implantacié@nlgpaesion de diversos
farmacos tales como proteinas, polipéptidos, esteroides, aminoacidos, vacunas y antibiticos
(Bajpai, 1989).

El objetivo de este trabajo fue estudiar si los compuestos de pastas que contienen particulas
Oseas obtenidas por tratamie quimico de hueso de animal para eliminar la matriz organica
pueden ser aplicados a la cesién sostenida de ibuprofeno, ibuprofeno lisina y defibrotide. Diversos
aditivos se examinaron para formular estas pastas hidrofilicas de hidroxiapatita paaa [&acili

inmovilizacion de las particulas y asi mejorar su consistencia.

6b.2  METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6b.2.1. MATERIALES

Las particulas de hidroxiapatita se obtuvieron por una modificacion del método
previamente descrito por Raspanti y codRaspanti ycol., 1994) y Guizzardi y col. (Guizzardi y
col., 1995).

Brevemente, la muestra estaba constituida por tejido 6seo molido (tibia) de caballo o cerdo,
negativo al andlisis de VIH y de priones. Este material tenia un aspecto molido de color rojo por la
preencia de sangre coagulada, conteniendo todavia matriz organica constituida por musculos,

tendones y grasa. El hueso se almacend en el congel@fo?@ en bolsas cerradas de polietileno.

El procedimiento de desproteinizacién se basa en la capacidadivexatd hipoclorito
sédico (NaClO) y en el tratamiento térmico a altas temperaturas. El hipoclorito sédico blanquea la
superficie del hueso y oxida el material organico con la formacion de compuestos solubles en agua,
mientras que con el tratamiento térania oxidacion ocurre también en el corazon de las particulas
Oseas.
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El primer paso del proceso consisti6 en la descongelacion rapida del hueso molido.
Después, el material se lavé durante 2 horas con una mezcla de etanol y éter etilico (30:20 v/v) par
eliminar la parte grasa que se encontraba en el hueso molido. Después de la filtracién y el secado al
aire el material se suspendio en una solucion acuosa de hipoclorito sédico (4,9% p/v) calentandose

a 95 °C durante 1 hora. Los vapores formados sdameriaitiizando un condensador Allihn.

En la dltima fase, el material se filtr6 y se seco a 40 °C durante 15 horas para asi obtener un
polvo seco. Este se moli6 y se tamiz6 para recoger la fraccién de tamafio de particula de
90-250um.

El pdvo obtenido se calentd a 350 °C durante 10 horas en un horno.

Los excipientes usados para formular las pastas hidrofilicas de hidroxiapatitas fueron
polietilenglicoles (PEG 300, HOECHST AG, Alemania; PEG 1500, A.C.E.F. S.p.A., Italia; PEG
10000, A.C.E.F.S.p.A,, ltalia), alginato sbédico (ALG, Carlo Erba Milan, Italia), quitosano (CS,
A.C.E.F. S.p.A, ltalia), gliceril monoestearato (GMS, Fluka, Suiza), e hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC, Methocél K100M CR Premium, Colorcon, Orpington, Reino Unido).

Los farmacos modelo empleados para formular los sistemas de cesion de farmacos
implantables fueron ibuprofeno (IB), ibuprofeno lisina (IBL) ambos de Lisapharma S.p.A., Erba,
Italia y defibrotide (DF) (Crinos S.p.A., Villaguardia, Italia).

La solucién salina deampon fosfato a pH 7,4, usada como medio de disolucion, se prepar6
disolviendo en 1000 ml de agua destilada 5,98 g de fosfato disédico hidrégeno dodecahidrato
(Carlo Erba Analyticals, Milan, ltalia), 0,19 g de fosfato potasico dihidrogeno (Carlo Erba
Analyticals, Milan, Italia), y 8,8 g de NaCl (fuerza ionica 0,154 M). La solucion antes de ser usada
se filtr0 y se desgasifico.

6b.2.2. PREPARACION DE PASTAS DE HIDROXIAPATITA

Se prepararon once formulaciones con distintos porcentajes de farmaco, hitdr@xiapa

excipientes. Su composicion queda recogida en la Tabla 1.

Para la preparacion de estas pastas de hidroxiapatita, los PEGs sélidos se fundieron a 80 °C
al bafio Maria. Posteriormente los otros componentes se afiadieron y se mezclaron vigorosamente
en un mortero utilizando el pistilo a una temperatura entre 40 y 45 °C. Cuando la pasta se formo, se

dividi6 manualmente en especimenes cilindricos de 1 gramo cada uno.

Antes de ser ensayados los especimenes se guardaron a temperatura ambiente en un
desecador con silica gel.
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Tabla 1. Composicion de las pastas utilizadas.

FORMULACION IBL B DF HAp PEG PEG PEG ALG GMS HPMC CS
300 1500 10000

1 - - - 65% 20% - 15% - - - -
2 - - - 62% 22% 8% 8% - - - -
3 - - - 53% 34% - 13% - - - -
4 10% - - 52% 22% 8% 8% - - - -
5 - 1% - 52% 22% 8% 8% - - - -
6 - - - 52% 22% 8% 8%  10% - - -
7 - - - 52% 22% 8% 8% - - - 10%
8 - - 15% 43% 7% - 14% - 21% - -
9 - - 15% 43% 12% - 8% - 12% 10% -
10 - - 15% 43% 12% - 8% - 17% 5% -
11 - - 15% 33% 12% - 8% - 2% 5% -

6b.2.3. ESTUDIOS DE DISOLUCION IN VITRQ CESION DEL FARMACO Y
COMPORTAMIENTO DE HINCHAMIENTO

La Tabla 2 presenta los estudios realizados en cada formulacion.

Tabla 2. Estudios realizados en cada formulacion

FORMULACION ESTUDIOS DE CESION DE COMPORTAMIENTO DE
DISOLUCIO N FARMACO HINCHAMIENTO

1 X

2 X

3 X

4 X

5 X

6 X X

7 X X

8 X

9 X X

10 X X

11 X X

Los estudios de disolucion, cesion del farmaco y comportamiento de hinchamiento se
llevaron a cabo en un aparato deollision de flujo continuo CH008 (SOTAX AG BASEL,
Suiza). En el método de flujo continuo (USP aparato 4) la muestra ensayada se coloca en una celda
de pequefio volumen a través de la cual el solvente es continuamente bombeado a una temperatura
de 37+ 0,1°C. El solvente al salir de la celda se filtra y entonces puede ser analizado.

En este trabajo los especimenes se introdujeron en el interior de un soporte cilindrico
constituido por una red de acero inoxidable de 1 mm de tamafio de malla. El sistema una v
ensamblado se depositd en el interior de la celda de 22,6 mm de diametro termostatizada a
37 + 0,1 °C y sometida a un flujo continuo de 1,5 ml/min de tampdn fosfato pH 7,4. Este flujo se
mantuvo por medio de una bomba peristaltica (Esapukdpanced Products, Italia). El volumen
total del medio de disolucién fue de 1 litro. Este medio se recogio y se reciclé en un matraz

Erlenmeyer mantenido a 37 °C en un bafio termostatizado.
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Durante los estudios de cesion del farmaco, se tomaron muesBasiddel matraz
Erlenmeyer, a intervalos prefijados de tiempo, se filtraron con filtros Whatman (@@5% se
analizaron por medio de un espectrofotometro UV (Jasco V 530). La cantidad de 1B, IBL y DF
cedida en el medio de disolucion se midid & 264 nm, 225 nm y 260 nm respectivamente. Las
curvas de calibracién obtenidas con los patrones de IB, IBL y DF se usaron para determinar la
cantidad de farmaco cedida.

Las cinéticas de disolucién/erosion de las formulaciones estudiadas se determinaron
retirandode la celda el soporte cilindrico que contenia la muestra a intervalos prefijados de tiempo

y determinando el peso de las muestras.

El comportamiento de hinchamiento para las formulaciones que contienen polimero (6, 7,
9, 10, 11) se determin6é midiendo albmento en longitud que sufria la muestra en funcion del
tiempo durante 30 min. La longitud se midi6 observando la muestra con un estereomicroscopio
(Citoval, Jena, Alemania) en comparacion con una referencia calibrada. El porcentaje de

hinchamientdH%) se determin6 usando la siguiente ecuacion:

H%:ﬁxloo

0

dondelL; es la longitud de la muestra después de la inmersion en la solucion tampon durante un

tiempot y L, es la longitud inicial.

Cada experimento se llevé a cabo por triplicarodos los datos se presentan con el valor

medio+ desviacion estandar.

6b.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6b.3.1. ESTUDIOS DE DISOLUCIONN VITRO

La Fig. 1 presenta los perfiles de disolucion/erosion de las pastas que contienen HAp y
PEGs. Las formulasnes 1 y 3 se disolvieron en 50 min. La formulacion 2 se disolvié en 1 hora.
La formulacién 2 contenia un 8% de PEG 1500 y las formulaciones 1 y 3 no lo contenian. Por lo

tanto, el PEG 1500 retrasa ligeramente la velocidad de disolucion de la pasta.
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Figura 1. Perfiles de disolucion de las pastas de hidroxiapatita con PEGs.

La Fig. 2 muestra el perfil de disolucion de la pasta con PEGs y 10% de alginato sodico
(Formulacién 6). Su disolucion fue 5 veces mas lentalagi pastas estudiadas previamente. Esta
pasta presentd un aumento en peso debido al hinchamiento producido en los primeros 20 min.

~—
(=}]
N—r
2 —&— Formulacion 6
[}
a

O T T - 1
0 100 200 300
Tiempo (min)

Figura 2. Perfil de disolucién de la pasta de hidroxiapatita con 10% de alginato sddic

En la Fig. 3 se presenta el perfil de disolucién de la pasta de hidroxiapatita con PEGs y
10% de quitosano (Formulacion 7). La pasta se disolvio completamente en 90 min. Similarmente a

la formulacién 6, esta pasta presenté hinchamiento en los prinGemus. 2
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Figura 3. Perfil de disolucién de la pasta de hidroxiapatita con 10% de quitosano.

Segun los resultados obtenidos la pasta de hidroxiapatita mas interesante para desarrollar
un sistema de cesién de farmacosaderimulacion 2. En efecto, aunque la velocidad de disolucién
de la pasta con PEGs fue mas alta que con alginato sédico o quitosano, esta no presenta
hinchamiento. EI comportamiento de hinchamiento debe ser considerado un efecto no deseable
para los mateales implantables ya que este puede causar inestabilidad mecéanica y dolor en el sitio
de implante.

6b.3.2. COMPORTAMIENTO DE HINCHAMIENTO

El comportamiento de hinchamiento de las pastas de hidroxiapatita que contienen alginato
sédico, quitosano, o HPMGg estudié midiendo la cinética de imbibicion de estas pastas en el

medio acuoso.

La Fig. 4 muestra como varia el grado de hidratagifyncon el tiempo de inmersién en la
solucién tamponada a pH 7,4. Todas las muestras alcanzaron el equilibrio deitidesxttorno a
los 20 min, pero el maximo grado de hidratacion alcanzado varié dependiendo de la composicion
de cada formulacion.

El mayor grado de hidratacién lo presenté la formulacion 9 (alrededor del 75%) mientras
que la formulacién 7 fue la que mergrado de hidratacion present6. Comparando la formulacién 9
conla 10y la 11, se ve como la reduccion del contenido de HPMC (desde un 10 a un 5%) produjo
un dramatico descenso del grado de hidratacion observado para las formulaciones 10 y 11. Este
comporamiento también puede ser parcialmente atribuido al efecto del contenido de GMS. En
efecto, la formulacién 10 capta menos agua que la formulaciéon 11, indicando que con la misma
cantidad de HPMC y aumentando el GMS resultdé una mayor hidratacion. La fabmuajae
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contenia alginato sodico present6 un comportamiento intermedio con respecto a las que contenian
HPMC y quitosano.

70 T )

60

50 1 . —&— Formulacién 6
. —4&— Formulacién 7

40

Formulacién 9
Formulacién 10
—=— Formulacién 11

Grado de Hidratacién, H (%)

0 T T T |* T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 4. Perfiles de hidratacién de las formulaciones 6, 7,9, 10y 11.

6b.3.3. CESION DE FARMACO

El Ibuprofeno es un farmaco aitflamatorio neesteroideo ampliamente usado
caracterizado por su baja solubilidad en agua (Chiarini y col., 1984), (Degim y col., 1998),
(lervolino y col., 2000), (Hadgraft y Valenta, 2000). La sal de lisina del ibuprefemas soluble
y presenta una mayor biodisponibilidad después de administrarse por via oral (Martin y col., 1990).
En este trabajo estos farmacos se usaron con el objetivo de reducir la respuiefitaratbiia

causada en cirugia ortopédica y dental.

El defibrotide tiene propiedades antitrombdticas, -iagti€micas, anthflamatorias y
tromboliticas, recientemente ha presentado eficacia en la prevencion de trastorrususens
después de transplantes de células madre alogénicas (ChalanddzDe#plEn este trabajo este
farmaco se uso6 con el objetivo de prevenir trastornos-@elnsivos causados en cirugia dental y
ortopédica.

La cesion de IB en la formulacion 5 se estudiéo en comparacion a la cesién de IBL en la
formulacién 4. La Fig. 5a nastra el porcentaje cedido de IBL, IB en cada intervalo de tiempo. La
Fig. 5b representa la cesion acumulada de IBL, IB. En estas graficas es posible observar que el IBL
se cedid mas rapidamente que el IB; la dosis total se cedid en 50 y 100 minutodadesde
formulacion 4 y 5 respectivamente. Este hecho es debido a la mayor solubilidad acuosa del IBL, ya
gue el resto de la formulacién fue exactamente igual.
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Figura5. Porcentajes de cesion de IBL, IB distributivo (a) y acumulativo (b) desde las formulaciones 4 y 5.

La Fig. 6 presenta la cantidad cedida acumulada de defibrotide desde las formulaciones 8,
9, 10 y 11. El defibrotide cedido desde la formulaciégu no contiene HPMC, se cedié mas
rapidamente que en las otras formulaciones. La formulacion 9, que contenia 10% de HPMC, cedi6
la defibrotide muy lentamente (alrededor de 60% en 30 h). La formulacion 11 (5% HPMC), que

contenia menos hidroxiapatita y m&MS cedid la defibrotide mas rapidamente que la
formulacion 10 (5% HPMC).
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Figura 6. Porcentaje acumulado de cesidn de DF desde las formulaciones 8,9, 10y 11.

De estos estudios de cesion de farmaoovitro” , sepuede concluir que la pasta base
PEG 300/PEG 1500/PEG 10000 (Formulaciones 4 y 5) cedieron el farmaco rapidaméo@ (50
min), debido a que los PEGs son solubles en agua. La pasta base PEG 300/PEG 10000/GMS
(Formulacién 8) cedio el farmaco mas lentaraente las formulaciones 4 y 5 (8h), debido a que el

GMS es un monoglicérido de acidos grasos saturados que aumenta la rigidez del material.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Los estudios de DSC de los cementos modificados demuestran que no hay interaccion
entre los componentes del cemento 0seo, € sulfato de gentamicina y los excipientes
moduladores de la cesion, lactosa e HPMC, en las proporciones ensayadas, ni aites ni
después de ser sometidos a los estudios de cesionin vitro.

El incremento del porcentaje de farmaco contenido en las formulaciones de cementos 6seos
modificados (4-8% p/p) no produce un aumento en su cesion.

El porcentge de cesion dd sulfato de gentamicina de las formulaciones de cementos Gseos
modificados es mayor cuando € modulador de la cesién que contienen es lactosa frente a
las formulaciones que contienen hidroxipropilmetilcelulosa. Aunque en cuaquier caso la

ata hidrofobicidad de PMMA impide que se consiga la completa cesion del antibiético.

Las formulaciones de cementos Oseos modificados que contienen lactosa en su
composicion presentan una mayor cesiéon de antibiético a medida que se incrementa €
porcentgje de lactosa, llegando a ser 4 veces superior ala cesion del cemento comercial en

el caso de laformulacion que contiene un 20% de lactosay un 4% de gentamicina.

La porosidad de las formulaciones con lactosa antes de los ensayos de disolucion
disminuye a medida que aumenta € porcentgje de lactosa. Este hecho es probablemente
debido a gran tamafio de estas particulas asi como a su forma poliédrica, que puede
favorecer é empaquetamiento de las mismas lo que da lugar a una menor porosidad. Sin
embargo, los datos de porosidad de los cementos sometidos ad ensayo de disolucién
presentan una relacion directa entre € aumento del porcentagje de lactosay e aumento de
porosidad, debido a la disolucion de este excipiente originando asi una mayor cesién del
antibidtico.

Las formulaciones con HPMC, antes 'y después de los estudios de disolucion, presentan una
porosidad superior d resto de las formulaciones. Este hecho se atribuye a que las
formulaciones con HPMC presentan una superficie escamosa muy irregular de forma que
las grietas que quedan entre estas estructuras escamosas provocan un considerable
incremento de la porosidad. Sin embargo, estos valores atos de porosidad no produjeron
un aumento en la cesion de sulfato de gentamicing, que fue similar ala cesion del cemento

comercidl.
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10.

11

13.

14.

Los valores de resistencia traccion tanto en los cementos comerciales como en los
modificados son siempre inferiores a la resistencia a la traccion del hueso, garantizandose
asl e falo del cemento antes que del hueso. Los nuevos cementos presentan una menor
resistencia a la traccion que los comerciales (80-63%) y esta diferencia es més acusada

cuando se incluye lactosa en su compaosicion.

L as nuevas formulaciones de cementos presentan una tenacidad de fractura semejante alos
cementos comercia es tanto antes como después de |os ensayos de cesion.

Todos los cementos exhiben cierta plastificacion tras haber estado en contacto con e medio
de disolucion.

El cemento modificado que produce una mayor cesion del antibiético y que contiene un
20% de lactosa 'y un 4% de gentamicina presenta unas propiedades mecanicas aceptables
para su uso en cirugia ortopédica.

En todos los cementos € porcentgje de mondmero residua disminuye a medida que
aumenta €l tiempo de polimerizacion existiendo pequefias diferencias entre € porcertgje de

mondmero residual que presentan los cementos comerciales frente a los modificados.

Todos los cementos tanto comerciales como modificados son citotoxicos en lineas
celulares de macréfagos siempre y cuando todo € mondmero residual se ceda a medo

ceular.

Los comprimidos matriciaes de poli (D, L-l&ctico-co-glicdlico) PLGA 50:50 presentan una
rgpida cesion inicid del sulfato de gentamicina siendo menor cuando contienen un 10% de
f&rmaco. Durante las primeras 24 horas los comprimidos de implantacién originan elevadas

concentraciones locales de gentamicina (430 ng/ml - 480 ng/ml) no citotoxicas a este nivel
local.

Se elaboran microesferas de pali (D, L-l&ctico-co-glicdlico) PLGA 50:50 por € método de
doble emulsién con evaporacion de solvente utilizando una sonda de ultrasonidos 0 un
agitador de ata velocidad para hacer la primer emulsion. El primer método presenta varias

ventgjas frente a segundo método. Estas ventgjas son:
Las microesferas presentan una distribucion de tamafio mas homogénea.

La eficacia de encapsulacion del sulfato de gentamicina aumenta hasta seis

VECes.
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15.

Se megjora @ comportamiento de cesion dd sulfato de gentamicina. EI 60% de
la gentami cina encapsul ada se cede lentamente, factor clave parala prevencion
y @ tratamiento de la osteomidlitis.

Entre las digtintas pastas hidrofilicas de hidroxiapatitas de implantacion odontol égica para
liberacion local controlada de farmacos, la formulacion que presenta mejores resultados de
hinchamiento y cesién in vitro es la formulacion 8 que contiene 43% de hidroxiapatita, 7%
de PEG 300, 14% PEG 10.000 y 21% de gliceril monoestearato.
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