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ABREVIATURAS

ABC Area bajo la curva

ADN Acido desoxiribonucleico

AMV Virus de la Myeloblastosis aviar
ARNm  Acido ribonucleico mensajero
BMPs Proteinas morfogenéticas dseas
BSA Albimina sérica bovina

DEPC Dietilpirocarbonato

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNTP Deoxinucleétidos trifosfato

DRX Difraccion de rayos X

ELISA  Enzimoinmunoensayo

FGF Factor de crecimiento fibroblastico
GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos

Gpa GigaPascal

HDPE Polietileno de alta densidad
IGF Factor de crecimiento insulinico
IL Interleuquinas

IRMA Ensayo inmunoradiométrico

LIF Factor inhibidor de la leucemia

OB Obsteoblasto

oC Osteoclasto

PBS Solucién de tampdn fosfato

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGE, Prostaglandina E;

PICP Péptido C-terminal del procolageno tipo 1
PIIICP  Péptido N-terminal del procolageno tipo III
PMMA  Polimetilmetacrilato

PTH Hormona paratiroidea

RT Transcripcion reversa
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SBF

SEM

Tfl

TGEF-B
Ticp
TNF-o
UHMWPE

Suero bovino fetal

Microscopio electronico de barrido
Thermus flavus

Factor de crecimiento transformante beta
Titanio comercialmente puro

Factor de necrosis tumoral alfa

Polietileno de ultraalto peso molecular

1,25(OH),;D; 1,25 dihidroxivitamina Dj, calcitriol o vitamina D;
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INTRODUCCION

1. CONCEPTOS GENERALES DE BIOMATERIALES

Los biomateriales son materiales sintéticos o naturales modificados artificialmente y
utilizados para sustituir o reforzar un tejido u 6rgano [1] . El &mbito de aplicacion de los
biomateriales es muy extenso y abarca campos tan diversos como la ortopedia, la
cirugia cardiaca, la oftalmologia, la cirugia estética, la odontologia... El progreso de la
investigacion en este campo ha sido extraordinariamente rapido y son prometedores los
numerosos materiales que ya existen en el mercado o cuyo desarrollo se encuentra en
una fase avanzada. Para el estudio y desarrollo de los biomateriales es necesario tener
en cuenta areas muy diversas que van desde la ciencia de materiales, pasando por el
disefio, las técnicas quirurgicas, la biologia y las distintas especialidades médicas. No
obstante, en el desarrollo de cualquier biomaterial se deben tener presentes unas
exigencias fundamentales, tales como la biofuncionalidad y la biocompatibilidad.

La biofuncionalidad que debe cumplir un determinado biomaterial dependera de la
misiéon para la que esté disefiado [2]. Por ejemplo, en el caso de los materiales
destinados a reemplazar componentes del aparato locomotor, los implantes deben
posibilitar una buena transmision del esfuerzo entre el hueso y el implante [3] y una
resistencia mecanica, que aseguren la permanencia del implante a largo plazo [2].

Por otra parte, 1a biocompatibilidad de un biomaterial puede ser definida como su
capacidad para ser utilizado en una aplicacion especifica con una respuesta adecuada del
huésped [4]. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que el cuerpo humano constituye
por naturaleza un entorno quimico y biolégicamente hostil para cualquier material
extrafio. Por tanto, las propiedades del material implantado pueden alterarse por accioén
de los fluidos fisiolégicos [5]. Ademas, todos los biomateriales provocan una respuesta
local por parte del huésped que tiene lugar en la interfaz implante-tejido. Atendiendo a
la respuesta fisiologica del tejido frente al implante, los biomateriales se pueden
clasificar en: biotolerables, casi inertes y bioactivos [6].

Los materiales biotolerables, tales como el acero inoxidable, las aleaciones de Co-
Cr y el polimetilmetacrilato (PMMA), se caracterizan por la formacién de un tejido

fibroso que aisla al implante del entorno e impide su estrecha unién con el hueso [7-9].
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Los denominados materiales inertes, tales como la alimina y la zirconia [10,11] se
caracterizan por el contacto directo con el hueso, fendmeno llamado osteointegracion.
Branemark y col. [12] definieron osteointegracién como “una unién directa estructural y
funcional entre el tejido dseo y la superficie del implante”. Sin embargo, la utilizacién
del microscopio electronico ha demostrado la existencia de una pequefia lamina,
constituida principalmente por proteoglicanos, en la interfaz hueso-implante, en vez de
la aposicion directa del hueso, hipotesis basada en las observaciones realizadas con el
microscopio optico [13-15]. Este tipo de osteintegracion también se ha observado en el
Ti y sus aleaciones [8,15,16], y constituye una excepciéon dentro del grupo de
biomateriales metalicos. En cualquier caso, en la actualidad se sabe que ningun material
es completamente inerte cuando estd en contacto con los tejidos vivos. De ahi que se
haya comenzado a denominar a la alimina y a la zirconia como materiales casi inertes.

Finalmente, los materiales bioactivos presentan una respuesta muy especifica en la
interfaz hueso-implante caracterizada por una unién quimica. Ejemplos de materiales
bioactivos son las ceramicas bioactivas, dentro de las cuales estan los vidrios, las
vitroceramicas y los fosfatos célcicos como la hidroxiapatita [17-21]. Los materiales
bioactivos tienen en comun la formacidn de una capa tipo apatita biolégicamente activa
en su superficie cuando estdn en contacto con fluidos fisiologicos [22-24]. Dicha capa
es muy similar al componente mineral del hueso por lo que los osteoblastos (OB)
pueden proliferar y diferenciarse sobre ella. Esto permite que el tejido 0seo crezca en
contacto directo con la capa tipo apatita, con lo que se establece una unidén directa y
fuerte entre el implante y el tejido [25]. Los estudios de Marie y col. [26] han
demostrado que aunque la diferenciacion de los OB humanos puede promoverse sobre
hidroxiapatita, la proliferacion se reduce, lo que limita la cantidad de matriz formada
sobre este biomaterial in vitro.

Por otra parte, se puede establecer una clasificacién de los biomateriales en funcién
de la naturaleza quimica del material: naturales y artificiales. Los artificiales se
clasifican a su vez en: polimeros, ceramicas, metales y materiales compuestos [27].
Cada grupo estd mas indicado para una aplicacion en concreto, debido precisamente a
las diferencias que presentan en su naturaleza quimica y en sus propiedades. Esta
clasificacion, aplicada a los materiales utilizados en clinica ortopédica, sera desarrollada

en el siguiente apartado.
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2. MATERIALES UTILIZADOS EN ARTROPLASTIAS

Los principales materiales utilizados para la fabricaciéon de endoprotesis son las
aleaciones metalicas, que generalmente constituyen un sistema de articulacion con
polietileno de ultraalto peso molecular (UHMWPE) [28]. Aunque inicialmente se
utilizaron con este propdsito los aceros inoxidables, actualmente las aleaciones de
cobalto-cromo-molibdeno (Co-Cr-Mo) y la de titanio-6aluminio-4vanadio (Ti-6Al1-4V)
constituyen las alternativas mas adecuadas [29-32]. Frente al cemento de PMMA,
utilizado en la fijacion de las protesis metalicas, las ceramicas de fosfato calcico, como
la hidroxiapatita, estan siendo utilizadas como recubrimiento superficial de dichas
protesis para mejorar la respuesta 6sea [33,34]. Ademas, ceramicas como la alimina y
la zirconia, se estan utilizando en el sistema cabeza-cotilo, articulando consigo mismas
o con polietileno para prolongar la vida util de la protesis [10,35]. Ademas de las
propiedades de los materiales, el disefio de los mismos y el método de fijacion al
sistema musculoesquelético son factores importantes que condicionan la vida y eficacia
de una proétesis. En la Fig. 1 se representa una proétesis de cadera indicando las partes

que la constituyen.

Cotilo o Cabeza femoral

componente
acetabular

Vastago o
componente
femoral

Fig. 1. Representacién de una prétesis de cadera.
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2.1. Polimeros

Los polimeros tienen dos aplicaciones fundamentales en artroplastia. La primera es
como meétodo de fijacion entre el implante y el hueso en las prétesis cementadas, es el
caso del PMMA. La segunda es como componente de las superficies articulantes tanto
en el cotilo, que es la pieza que va alojada en el acetdbulo de las prétesis de cadera,
como en el platillo tibial en las de rodilla. El material utilizado con este fin es el

UHMWPE, en el que nos detendremos a continuacion.

e Polietileno de ultraalto peso molecular (UHMWPE)

El polietileno es un polimero de la molécula de etileno, y existen tres grados. El de
baja densidad, el de alta densidad y el de ultraalto peso molecular, que con un peso
molecular superior a un millén proporciona unas propiedades mecanicas superiores a las
de los otros dos. Estas propiedades mejoradas se podrian resumir en: resistencia
mecanica, ductibilidad y resistencia al desgaste [36], caracteristicas que han hecho que
las proétesis totales tanto de cadera como de rodilla utilicen el UHMWPE en las
superficies articulantes. Aunque existen otros disefios ceramica-ceramica, ceramica-
metal, o metal-metal, éstos presentan una tasa de uso pequeiia en el mercado en relacion
al par clasico metal/polietileno.

El UHMWPE es un sdlido viscoplastico que tiene dos fases las cuales consisten en
dominios cristalinos dentro de una matriz amorfa. La fase cristalina consta de cadenas
de atomos de carbono plegadas y empaquetadas en ldminas de 20 a 50 nm de espesor y
de 10 a 50 um de longitud. El espaciamiento interlaminar es de 50 nm [37]. La fase
amorfa consiste en cadenas del polimero orientadas al azar enlazadas por cadenas
moleculares que conectan entre si las laminas y proporcionan la resistencia a la
deformaciéon mecanica.

Tanto la composicién quimica como el proceso de elaboracion del UHMWPE tienen
una importancia decisiva a la hora de mejorar las propiedades de resistencia al desgaste
de las proétesis [38]. Hoy dia se sabe que las particulas .de desgaste de UHMWPE
producidas en las articulaciones, estan directamente relacionadas con el aflojamiento

aséptico de las protesis [39-42]. Se entiende por aflojamiento aséptico la pérdida de

4
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fijacion de los componentes de la prétesis al hueso, sin infeccién asociada, lo que causa
su falta de funcionalidad y dolor al paciente, requiriendo en ocaciones una segunda
intervencién. Debido a ello, se intenta que la generacidon de particulas en las
articulaciones artificiales sea la menor posible. Por ejemplo, se conoce que la
esterilizacién mediante la irradiacién gamma en ambiente oxidante aumenta la tasa de
desgaste del polimero [43], lo que ha causado el abandono de este método de
esterilizacidn por los principales fabricantes desde 1998. Han surgido otras alternativas
como la radiaciébn gamma en atmdsfera de nitrégeno, de argén o al vacio, la
esterilizacién con 6xido de etileno y por un plasma de gas a baja temperatura [44] .

A lo largo de los afios han sido numerosas las modificaciones que se han hecho
sobre el UHMWPE, con el fin de mejorar su resultado en clinica. Sin embargo, hasta el
momento, sélo los polietilenos entrecruzados son los que han mostrado mejoras en el
comportamiento en artroplastias de cadera o de rodilla [45]. Estas mejoras se han visto
reflejadas en unas menores tasas de desgaste in vivo y menor nimero de focos de
osteolisis desarrollados. Las técnicas utilizadas para conseguir los polietilenos
entrecruzados comprenden desde la radiacion con rayos gamma hasta la utilizaciéon de
aditivos tales como los perdxidos o los silanos [46]. Por otra parte, la tecnologia del
entrecruzamiento afecta a las propiedades mecéanicas del polietileno, lo cual se
manifiesta en una disminucién de la tenacidad, la rigidez y la dureza del polimero [47].
Esta aparente contradiccion entre menores valores de dureza y mayor resistencia al

desgaste no ha sido explicada en la literatura cientifica.

2.2. Ceramicas

Los materiales ceramicos se caracterizan en primer lugar por su biocompatibilidad,
y su gran resistencia a la compresion y al desgaste. Tienen como inconveniente su gran
fragilidad, ya que son incapaces de sufrir deformacion plastica [48].

Las ceramicas, vidrios y vitrocerdmicas incluyen un amplio rango de composiciones
inorganicas no metélicas con distintas microestructuras. Por su comportamiento en el
organismo se dividen en: casi inertes, como la alumina y la zirconia [10,11,35,49],

bioactivas como los biovidrios, las vitroceramicas y las ceramicas de fosfato de calcio
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[17-24], ejemplo de las cuales es la hidroxiapatita, y por ultimo las ceramicas
biodegradables o reabsorbibles como el fosfato tricalcico [50]. |

En la actualidad, la alimina se utiliza como constituyente de las cabezas femorales
y/o del componente acetabular y la hidroxiapatita como cubierta para la fijacion en la
interfaz de vastagos protésicos. Estas ceramicas son las de uso mas extendido en cirugia

ortopédica, por lo que centraremos nuestra atencion en ellas.

e (Oxido de aluminio: o-aliumina

El 6xido de aluminio se presenta en varias formas polimorfas, dependiendo de sus
condiciones de sintesis. La fase utilizada como ceramica casi inerte es la o-alumina o
corindén, de microestructura policristalina. En ella los aniones oxigeno forman un
empaquetamiento hexagonal compacto y los cationes aluminio se distribuyen
simétricamente en los huecos octaédricos. La composiciéon quimica de la alimina de
alta pureza estd especificada por la ASTM (American Society for Testing and
Materials). Segun esta normativa, la alimina para implantes debe tener una pureza
superior al 99,5 %, ya que las impurezas se situan en las fronteras de grano empeorando
sus propiedades mecanicas. Se admite un contenido de impurezas menor de 0,1 % en
total entre SiO; y oxidos alcalinos, principalmente Na;O y un tamaifio de grano
homogéneo e inferior a 7 um. El tamafio de grano, la porosidad, la densidad y la
cristalinidad son .variables que afectan a sus propiedades mecanicas. Generalmente a
menor tamafio de grano y menor indice de porosidad, mayor es su resistencia [48].

La alimina fue introducida en 1969 por Boutin [51] en un modelo protésico de
cadera en el que tanto cabeza femoral como cotilo estaban constituidos por alumina. El
objetivo era sustituir la combinacion clasica polietileno-metal, ya que se conocia que la
respuesta biologica a las particulas de desgaste y particularmente a las particulas de
polietileno constituia el principal factor responsable de la osteolisis periprotésica y del
aflojamiento aséptico [39-42]. Hasta ahora, las series clinicas publicadas del par
alimina-alimina en cadera han mostrado excelentes resultados a largo plazo en
pacientes jovenes [52]. Se ha comprobado que la tasa de desgaste del par cerdmica-
ceramica es 4000 veces menor que la del par metal-polietileno [53]. Sin embargo, a

pesar de su gran resistencia al desgaste y de ser considerada casi inerte [11,49], su
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aplicacidn clinica es menor del 5 % de las artroplastias totales de cadera y esta limitada'
a Europa. Esto se debe principalmente a que el proceso de manufactura de la alimina es
un proceso de alta tecnologia que debe estar bien controlado para proporcionar alimina
de alta calidad y pureza que asegure el éxito clinico. Para ello los componentes de
alumina deben tener un tamafio de grano pequefio, < 7 um, alta densidad y elevada

pureza (99,5 %).

e Fosfato calcico: hidroxiapatita

La parte mineral del hueso y de los dientes consiste en una apatita de fosfato calcico
similar a los cristales de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),]. El término general “apatita”
incluye un conjunto de minerales de composicion A;¢(BO4)e(X), con distintas relaciones
Ca/P, que cristalizan en el sistema hexagonal.

A=Ca, Sr, Ba, Cd...

B=P, CO;, V, As...

X=OH, COs, O, BO,...

La hidroxiapatita es un fosfato célcico que incluye hidréxido con una relaciéon Ca/P
de 1,67 [54].

La propiedad mas interesante de la hidroxiapatita es su excelente biocompatibilidad
[25], como resultado de su unién quimica con los tejidos duros. Desde el punto de vista
mecéanico posee una baja resistencia a la fractura por lo que ha de ser utilizada en
lugares del esqueleto no sometidos a carga. Asi, las aplicaciones mas importantes de la
hidroxiapatita en el campo de la cirugia ortopédica son como rellenos de defectos dseos
y en las articulaciones artificiales como recubrimientos de los metales o las aleaciones,
los cuales proporcionan las propiedades mecénicas [55]. Su empleo como elemento
bioactivo para mejorar la fijacion de las proétesis articulares de cadera se inicid en la
primera mitad de la década de los ochenta [56], precediendo en casi diez afios a su
introduccion en los implantes de rodilla [57].

El proceso de incorporacion de la ceramica sobre el metal es complejo, siendo la
técnica mas utilizada la de pulverizacién a altas temperaturas [58].

Aunque los resultados iniciales de las protesis de cadera y rodilla con interfaz

hueso-hidroxiapatita son a corto y medio plazo muy alentadores [55,59], las
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posibilidades de desprendimiento y delaminacién de la capa ceramica, de su reabsorcién
o degradacion y los efectos de sus particulas sobre la fijacion de la articulacion artificial
han de ser tomadas en consideracion [60-62].

Con el fin de mejorar las propiedades mecénicas de la hidroxiapatita, se estin

investigando materiales compuestos mediante la adicion de polvos de zirconia [63].

2.3. Metales

Los materiales metélicos, por sus propiedades de alta resistencia y gran ductilidad,
son ideales para el soporte de carga, por lo que son ampliamente utilizados para la
reparacion o reconstruccion del esqueleto. Las aleaciones metalicas mas utilizadas en
aplicaciones ortopédicas son los aceros inoxidables, las aleaciones de Co-Cr, el Ti y sus
aleaciones [28-32,64].

e Aceros inoxidables

El mas utilizado es el acero inoxidable 316L (ASTM F-56). Se trata de una aleacion
con base de Fe conun 17 a 20 % de Cr, un 10 a 14 % de Ni, un 2 a 4 % de Mo y menos
de un 0,03 % de C. El Cr genera una pelicula protectora, autorregeneradora de 6xido de
cromo (Cr,03) que proporciona una gran resistencia a la corrosién. La presencia de
aleantes como Ni y Mo y un contenido bajo en C aumentan esta resistencia a la
corrosion de los aceros inoxidables [27].

Los aceros inoxidables, especialmente el 316L y el 316LVM (ASTM-F-138), éste
ultimo producido mediante fusién al vacio y que mejora la resistencia a la fatiga, tienen
su aplicacion ortopédica principal en la fabricacion de clavos intramedulares, tornillos y
placas de osteosintesis, materiales que pueden ser retirados una vez que termine su
mision temporal [65]. La utilizacion de los aceros inoxidables en protesis articulares que
exigen una larga vida util es cada vez menor, ya que a pesar de su moderada resistencia
a la corrosién, estan sujetos a otros tipos de procesos quimicos combinados con factores
mecanicos como la corrosién bajo tension [66]. Esto no solo empeora las propiedades

mecanicas de la aleacion debido a la presencia de fisuras, sino que lleva también a la
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liberacién de iones metalicos en el tejido circundante y a unas consecuencias biologicas

indeseables [67,68].

e Aleaciones de Co-Cr

Existen basicamente dos tipos de aleaciones de Co-Cr, una de ellas es la aleacion
CoCrMo, que se utiliza para piezas moldeadas, mientras que la otra aleacién CoNiCrMo
es adecuada para piezas forjadas en caliente {27]. La ASTM recomienda cuatro tipos de
aleaciones de Co-Cr para aplicaciones en implantes: (1) la CoCrMo (F75) para moldeo,
(2) la aleacion CoCrWNi (F90) para forja, (3) la aleacion CoNiCrMo (F562) para forja
y (4) la aleaciéon CoNiCrMoWFe (F563) para forja. De ellas solo la F75 y la F562 se
utilizan extensamente en la fabricacion de implantes. La F75 carece de propiedades
mecanicas adecuadas para resistir condiciones de carga y ciclos altos, debido a los
defectos inevitables del moldeado, por lo que no es adecuada para fabricar vastagos
femorales. La F562, elaborada mediante forjado y compresidn isostética caliente es una
aleacion con menor nimero de defectos, lo que mejora la resistencia a la deformacién
en un 80%. Al igual que en los aceros inoxidables, el contenido de Cr de estas
aleaciones genera una pelicula pasiva altamente resistente que contribuye
sustancialmente a la resistencia a la corrosion, en especial a la corrosion por hendiduras.
Los elevados valores de resistencia y limite de fatiga de la aleacion F562 forjada, unido
a la excelente resistencia a la corrosion y biocompatibilidad, la hacen adecuada para
aplicaciones que impliquen tiempos prolongados de servicio bajo flexién y carga, como
es el caso de los componentes femorales en las protesis totales de cadera y de rodilla

[28].

e Aleaciones de Ti

El Ti y sus aleaciones son de especial interés en aplicaciones de artroplastia, por su
notable biocompatibilidad y su alta resistencia a la corrosion, superior a la de los aceros
inoxidables y aleaciones de Co-Cr [29-31,69]. Esta resistencia a la corrosion se debe a
la formacion de una capa compacta de 6xido de Ti en la superficie, que es estable bajo

la accidn de los liquidos organicos.
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Existen cuatro grados de materiales de Ti comercialmente puros (Ticp) y que se
diferencian en los porcentajes de los elementos contaminantes. El contenido de
impurezas como el oxigeno, el hierro y el nitrégeno debe controlarse cuidadosamente,
puesto que el oxigeno en particular ejerce gran influencia sobre la ductilidad y la
resistencia del material. El Ticp se utiliza en la capa porosa de las proétesis totales no
cementadas basadas en Ti [8,16].

La aleacion de Ti6Al4V se utiliza ampliamente en la fabricacién de implantes
[29,31]. La adicién de elementos aleantes al Ti le confiere la posibilidad de modificar
sus propiedades mecanicas en un amplio rango. Por ejemplo, le permiten aumentar la
resistencia a la fatiga de la aleacion.

El Ti y sus aleaciones tienen un médulo elastico que es aproximadamente la mitad
del de los aceros inoxidables y de las aleaciones de Co-Cr. Su médulo de 100
gigapascales (GPa) es todavia unas 6 veces mayor que el del hueso cortical (17 GPa).
Esta caracteristica de menor rigidez hace aconsejable la utilizacion de los vastagos
femorales de TiAlIV en>prétesis no cementadas en la cadera [28,70]. De esta forma, se
contribuye a disminuir el efecto de proteccion frente a la carga, que consiste en la
aparicion de areas de osteopenia (debilitamiento del hueso), proximas a implantes
articulares, al recibir éstos la carga mecénica y reducir el estimulo mecanico necesario
para mantener la masa osea [71-73].

Una desventaja de las aleaciones de Ti es su baja resistencia frente al desgaste
[69,74], por lo que no se utilizan como constituyentes de las cabezas femorales y
superficies condileas, dando lugar al desarrollo de las prétesis modulares [32]. En ellas
son comunes las cabezas de Co-Cr, con gran resistencia al desgaste y los vastagos de
TiAlV en la cadera. De esta forma se aprovecha la menor rigidez de los vastagos de
TiAlV y a la vez, sus caracteristicas como material mas bioinerte ante la reaccidén osea
de fijacion en la interfaz. Por otra parte, la abrasién entre el vastago femoral y el
cemento es otra fuente importante de particulas de desgaste. Se ha propuesto que la
menor rigidez de los vastagos femorales de Ti aumentan el riesgo de fractura del
cemento al ser mayor la carga mecanica de éste, si se compara con los componentes de
Co-Cr. Una vez fracturado el cemento se puede producir la abrasion de la superficie de
TiAlV. Por lo tanto, los componentes femorales de aleaciones de Ti no se deben utilizar

en prétesis cementadas. En la rodilla, aunque el efecto de proteccion sobre la carga no
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ha sido un factor a considerar, para evitar el desgaste, se prefieren los componentes

femorales de Co-Cr tanto en prétesis cementadas como no cementadas [28,75].

2.4. Tratamientos superficiales de los metales

Los materiales metalicos, como los aceros inoxidables, las aleaciones de Co-Cr y el
Ti y sus aleaciones, por sus excelentes propiedades mecanicas, son ideales para soportar
carga, pero presentan inconvenientes como son la corrosiéon y el desgaste y en
consecuencia una comprometida biocompatibilidad. Con el fin de aunar las propiedades
mecanicas con una buena tolerancia por el organismo, se ha recurrido a la modificacién
de la superficie de los metales y sus aleaciones mediante diversas técnicas, como son la
implantacién iénica [76,77] , el depdsito de un recubrimiento ceramico casi inerte
[78,79] o bioactivo [33,34], y mas recientemente proporcionando al metal la capacidad
de comportarse como bioactivo por si mismo [80-82].

La implantacién i6nica de nitrégeno ha llevado a la mejora de las propiedades de
desgaste de las aleaciones de Ti, ademas de constituir una barrera frente a la liberacion
de iones. Trabajos recientes han demostrado las buenas propiedades mecénicas y de
biocompatibilidad de estos recubrimientos [76,77].

Otro de los recubrimientos que se obtienen sobre sustratos metalicos son las
ceramicas casi inertes, concretamente la alimina [78,79]. En esta linea se ha planteado
la posibilidad de utilizar como material para proétesis articulares la superaleacion ODS
MA 956 con una composiciéon nominal en tanto por ciento 20Cr-5A1-0,5Ti-0,5Y,0;,
0,01 C y el resto Fe [83]. Es por tanto un acero inoxidable ferritico Fe-Cr-Al, de
estructura cristalina cubica centrada en el cuerpo, endurecido adicionalmente por
dispersion de 6xidos. Este acero inoxidable, tras un tratamiento térmico a 1100°C
durante 50-100 h [79,84] , genera en su superficie una delgada capa de o-alimina muy
compacta y bien adherida. En este caso se combinan las buenas propiedades mecanicas
del sustrato base [85] con las buenas propiedades frente a la corrosion y al desgaste
[86-89] y la buena biocompatibilidad que cabe esperar le confiera la capa de a-alimina
[11].

Otra posibilidad es la utilizacion de recubrimientos de ceramicas bioactivas, lo que

permite la unién directa con el hueso y mejora la fijacion inicial del hueso al implante
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[33,34]. En la practica clinica se utilizan metales cubiertos de hidroxiapatita por el
método de pulverizacion a altas temperaturas [55-59]. Esta técnica presenta algunos
inconvenientes como son la falta de adherencia del recubrimiento al sustrato y la no
uniformidad de la capa depositada. Algunos estudios in vivo han mostrado que la
pérdida del recubrimiento de hidroxiapatita parece ser progresiva, lo que incrementa el
desgaste del polietileno y produce osteolisis y aflojamiento aséptico del implante
[60-62].

La modificacion superficial que ha surgido mas recientemente consiste en dotar al
metal o aleacidon de bioactividad. Se ha demostrado que el Ticp y sus aleaciones e
incluso otros metales como el tantalo, son capaces de la unién quimica al hueso a través
de una capa de apatita formada en la superficie del metal en contacto con suero
fisiologico. Esto se consigue mediante un simple tratamiento con NaOH y calor,
resultando una capa de titanato o tantalato sédico que induce la nucleacién de la apatita

en su superficie [80-82].

3. EL HUESO COMO TEJIDO VIVO

El hueso es un tejido conectivo especializado que constituye, junto con el cartilago,
el sistema esquelético. Tiene 3 funciones: a) mecénica, b) protectora y ¢) metabdlica.
Los constituyentes fundamentales del hueso son un componente organico, constituido
por células y matriz extracelular y un componente mineral, que sirve como reserva de
iones calcio y fosfato, necesarios para mantener la homeostasis sérica, esencial para la

vida.

3.1. Composicion y tipos de hueso

Hay dos tipos principales de hueso. El hueso cortical o compacto, presente
principalmente en los huesos largos, y el hueso trabecular o esponjoso, predominante en
las vértebras, extremos de los huesos largos y en las costillas. Aunque la composicién
celular y de elementos de matriz es la misma en ambos tipos de hueso, tienen
diferencias estructurales y funcionales. La principal diferencia estructural es, que por

unidad de volumen, el 80-90 % del hueso cortical esta calcificado, mientras que en el
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trabecular sélo lo esta el 15-25 % [90]. Esto conduce a una gran diferencia funcional: el
hueso cortical tiene principalmente funciones mecanicas y de soporte, mientras que el

hueso trabecular realiza fundamentalmente las funciones metabdlicas.
3.2. Tipos de células 6seas y matriz extracelular

Los constituyentes fundamentales del hueso son las células y la matriz extracelular.
Esta ultima es particularmente abundante en este tejido y estd compuesta por fibras de

colageno, proteinas no colagenas y cristales de hidroxiapatita.

e Osteoclastos (OC)

El OC es una célula gigante multinucleada de gran tamafio (50-100 pum), con
numerosos lisosomas, ribosomas, y un aparato de Golgi muy desarrollado. La
caracteristica morfoldgica mas destacable de estas células es el borde en cepillo, que
consiste en invaginaciones y repliegues de la membrana plasmatica, que permite el
intimo contacto con la superficie dsea, que inicia la resorcion [90].

Proceden de un precursor pluripotencial que comparten con células del linaje
monocito-macrofago en la médula 6sea [91,92]. El desarrollo de los OC a partir de los
precursores hematopoyéticos necesita la presencia de células estromales
osteoprogenitoras y células osteoblasticas [93,94]. Ademas de hormonas sistémicas
como la hormona paratiroidea (PTH) y la vitamina D3 (1,25(OH),D;), factores locales
tales como varias interleuquinas, IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, el factor de necrosis tumoral
(TNF), el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
M-CSF vy el factor inhibidor de la leucemia (LIF) estimulan el desarrollo de los OC
[92].
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e QOsteoblastos (OB)

Derivan de células estromales osteoprogenitoras de la médula oOsea, células de
origen mesenquimal y que contribuyen al mantenimiento de la poblacién osteoblastica
al tener una alta capacidad proliferativa [95,96]. Estas células se diferencian en primer

lugar a pre-OB y después a OB maduros (Fig. 2).

Células Células Fenotipo Fenotipo Estadio final del
mesenquiales osteoprogenitoras Pre-osteobléstico osteoblastico fenotipo osteoblastico
no diferenciadas inducibles ' maduro (OB) (osteocito)

Fig. 2. Linaje de las células osteoblasticas desde precursores estromales hasta el estadio final u

osteocito.

Los OB activos, encargados de la produccion de los constituyentes de la matriz, son
células mononucleares cuboidales de didmetro de 20 a 30 pum, con un reticulo
endoplasmico y un aparato de Golgi bien desarrollado. Una vez sucede la
mineralizacion, algunos OB son embebidos dentro de la matriz y se definen como
osteocitos, considerados el estadio de diferenciacion final de los OB. Los osteocitos se
caracterizan por extensiones de la membrana plasmatica a través de las cuales se
comunican con los OB y también con otros osteocitos. Los OB a su vez, establecen
similares contactos célula-célula con las células del estroma. Asi, OB, osteocitos y
células del estroma estdn en contacto fisico, formado una red de comunicacién, que
probablemente coordine sus funciones [97].

Los OB, células comprometidas en la formacién Osea, tienen las siguientes
funciones concretas:

1) Son responsables de la produccion de proteinas de matriz, como el colageno tipo I,
la osteocalcina, la osteopontina, la osteonectina y la sialoproteina dsea [98-100].

2) Producen factores de crecimiento que son almacenados en la matriz, tales como
factor de crecimiento transformante B (TGF-B), proteinas morfogenéticas Oseas
(BMPs), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento similar a la insulina-I (IGF-I) [101]. Estos factores podrian estar

implicados en el acoplamiento entre la formacion y la resorcion 6sea.
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3) Los OB también mineralizan la nueva matriz formada. Producen cantidades
elevadas de fosfatasa alcalina [102], presente en las vesiculas de matriz que podrian
estar mediando la mineralizacién [103], aunque fosfolipidos y proteoglicanos
podrian ser también importantes en este proceso.

4) Ademas los OB son necesarios para el proceso de resorcion [104,105], ya que
durante éste, se producen interacciones célula-célula entre OB y OC, a través de la
produccién de enzimas proteoliticas producidas por los OB y requeridas por los OC
para que la resorcion ocurra.

Por otra parte, los OB expresan receptores para hormonas sistémicas como la PTH,
la 1,25(OH),D3, los estrogenos y la hormona del crecimiento, que tienen un importante

papel en el acoplamiento entre la formacion y la resorcién dsea.

o Matriz extracelular.

La matriz extracelular 6sea no es metabdlicamente inerte sino que se regenera
constantemente a lo largo de la vida como consecuencia del remodelado éseo [106].
Esta matriz proporciona elasticidad y flexibilidad al hueso, determinando también su
organizacion estructural.

La matriz 6sea esta formada por colageno, principalmente colageno tipo I, proteinas
no colagenas y cristales de hidroxiapatita Cag 3(PO4)43(CO3)x(HPO4)y(OH)g 3.

Las proteinas no colagenas incluyen un conjunto numeroso siendo las mas
abundantes la osteocalcina, que es casi totalmente especifica de hueso, y la
osteonectina. Otras macromoléculas encontradas en la matriz 6sea son los
proteoglicanos y las proteinas de adhesion. Estas ultimas tienen en comin la secuencia
RGD (Arg-Gly-Asp), que es responsable de mediar la adhesion de estas proteinas a las
integrinas presentes en las superficies celulares. Estas proteinas de adhesiéon incluyen
fibronectina, osteopontina, trombospondina y sialoproteina 6sea [107,108].

Ademas, la matriz 0sea contiene diversos factores de crecimiento como el TGF-J, el
factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), IGF-I e IGF-II y las BMPs
[101,109].
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3.3. Remodelado 0seo

El tejido dseo estd remodelandose constantemente a lo largo de la vida adulta, un
proceso iniciado por la resorcion de hueso por los OC seguida de la formacidn de hueso
nuevo por los OB [110]. Ambos tipos celulares forman la “unidad de remodelado 6seo”
denominada asi por Frost en 1964 [111], que representa la unidad funcional del tejido.
Bajo circunstancias fisiolégicas normales, estos dos procesos, resorcion y formacion,
estan acéplados, siendo responsables de la renovacion del esqueleto, lo que permite el
mantenimiento de la integridad estructural y de la funcién metabdlica [112].

La activacion osteoclastica inicia el remodelado 6seo. Esta activacion parece tener
lugar a través de interacciones entre las integrinas con proteinas de la matriz 6sea como
la osteopontina [113], o por sefales estimuladoras producidas por células del sistema
inmune. Las celulas del linaje osteoblastico parecen importantes para iniciar la
resorcion. Los precursores de los OB y de los OC pueden interaccionar conduciendo a
la diferenciacidon, migracion y fusion de los OC multinucleados [104,105]. Por otro
lado, los OB liberan enzimas proteoliticas que producen su retraccion, permitiendo el
acceso de los OC a la superficie osea.

Finalizada la fase de resorcidén, los OB activados forman el hueso nuevo. La
apoptosis de los OC precede a la quimiotaxis de los OB al lugar del defecto donde
proliferan rapidamente [90]. Uno de los mediadores implicados en ambos fenémenos
parece ser el TGF-3, que junto con otros factores locales son liberados de la matriz dsea
durante el proceso de resorcion e inician el de formacion 6sea [114,115]. Después de la
fase de proliferacion tiene lugér la diferenciaciéon de los OB a células maduras
caracterizadas por la expresion de coldgeno tipo I, fosfatasa alcalina y osteocalcina. La
actividad osteoblastica cesa y la matriz es mineralizada cerrando el ciclo de remodelado

(Fig. 3).
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Fig. 3. Esquema del remodelado 6seo que sucede gracias al acoplamiento entre OB y OC.

3.4. Fases del desarrollo del fenotipo osteoblastico

Estudios in vitro ponen de manifiesto cuatro fases bien diferenciadas durante el
desarrollo osteoblastico [116]: proliferacion celular, maduracion de la matriz

extracelular, mineralizacion y apoptosis (Fig. 4).

FASE DE FASE DE FASE DE
PROLIFERACION MADURACION MINERALIZACION
DE LA MATRIZ

Sintesis de
ADN
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|
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|
'

COL | : Colageno tipo | FAlc : Fosfatasa Alcalina
OP :Osteopontina OC : Osteocalcina

Fig. 4. Fases del desarrollo del fenotipo osteoblastico. Durante la primera fase se produce una
elevada proliferacién celular y una elevada sintesis de colageno tipo 1 (COL 1), en la segunda fase se
alcanzan los niveles maximos de fosfatasa alcalina (FAlc) y, por ultimo, en la fase de mineralizacion se
produce la méxima expresion de osteocalcina (OC) y osteopontina (OP).
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Durante la etapa de proliferacion existe una expansion de la poblacion celular
osteoblastica y tiene lugar la biosintesis de coldgeno tipo I que es liberado a la matriz
Osea. Finalizada la fase proliferativa, comienza la expresion de proteinas implicadas en
la organizacion de la matriz, como la fosfatasa alcalina, para hacerla competente a la
mineralizacion. La fase de mineralizacion dsea implica el depdsito ordenado de cristales
de hidroxiapatita en la matriz de colageno. En esta etapa se incrementa la expresiéon de
genes como la osteocalcina, la sialoproteina 6sea y la osteopontina, paralelamente a la
acumulacién de mineral. Por ultimo, tiene lugar la apoptosis celular, fase en la que se

produce una elevada expresion de colagenasa.

4. PROBLEMATICA ACTUAL: PARTICULAS DE DESGASTE.

La pérdida periprotésica de hueso asociada a la osteolisis, con o sin aflojamiento
aséptico, es la causa de fracaso mas comun de las artroplastias totales [117-119].
Aunque factores mecanicos, un mal posicionamiento de la protesis, asi como el disefio
de la misma, el proceso de envejecimiento y el remodelamiento adaptativo pueden
contribuir a la pérdida de hueso después de una artroplastia, se considera que la reaccidon
biologica a las particulas de desgaste es el principal mecanismo implicado [120].

Las particulas de desgaste son generadas en varias localizaciones en una artroplastia
total por diferentes mecanismos, pudiendo alojarse en sitios diversos [121]. Dichas
particulas se producen fundamentalmente por procesos de friccion en la articulacion
artificial. El desgaste puede tener lugar por varios mecanismos. Por ejemplo, en el
desgaste por tercer cuerpo, particulas de hueso, de metal, poliméricas o de otros
componentes de la prétesis quedan atrapadas dentro de la articulacién y en la interfaz de
los componentes de las protesis modulares. También se produce desgaste en las
interfaces no articulantes debido a la abrasién del hueso con el vastago, sobre todo si el
vastago es de TiAlV. Las particulas generadas pueden quedar atrapadas en la
articulacién o emigrar por la membrana fibrosa a la parte inferior del vastago [41].
También pueden ser distribuidas por los liquidos extracelulares y alcanzar el rifion, el

bazo, los pulmones y otros érganos [122].
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4.1. Estudios realizados sobre tejidos periprotésicos

Los estudios realizados sobre los tejidos periprotésicos retirados de pacientes tras el
fracaso de las prétesis o “postmorten” permiten obtener informacién acerca de las
propiedades del tejido en el momento de la retirada, pero no explican los procesos que
tienen lugar antes de este punto. Estos estudios han apoyado la hipotesis de que el tejido
membranoso que se forma alrededor de las proétesis aflojadas desempefia un importante
papel en la osteolisis.

La implantacién de un material extrafio viene acompaiiada de la formacion de una
capsula o membrana fibrosa [7-9], excepto cuando sucede la osteointegracion
[8,12-16].

Las caracteristicas del tejido alrededor de protesis no osteointegradas pueden variar
ampliamente. Desde delgadas membranas fibrosas constituidas por fibras colagenas y
orientadas paralelamente a la superficie del implante, pocas células y pocas particulas,
en pacientes asintomaticos con implantes estables [7-9], hasta las membranas
interfaciales de las protesis aflojadas, que aparecen radiolégicamente como lineas claras
entre el implante y el hueso y con una composicion celular, histolégica y bioquimica de
caracteristicas similares a las de la membrana sinovial [123]. Los tejidos de las prétesis
aflojadas, especialmente de aquéllos con osteolisis, contienen un gran nimero de
fibroblastos, macrofagos, células gigantes de cuerpo extrafio, linfocitos en menor
nimero, numerosos vasos sanguineos y particulas de desgaste de los materiales que
componen las prétesis [119,124,125]. Han sido numerosos los estudios en los que se ha
demostrado que las membranas procedentes de pacientes con protesis aflojadas en
cultivo elaboran IL-1, IL-6, prostaglandina E; (PGE,), colagenasa, gelatinasa, TNF-o
[123,126-128], factores capaces de producir resorcion dsea in vivo € in vitro [129].

Estos productos celulares, a través de complejos mecanismos, causan osteolisis
periprotésica, al exceder la capacidad reparativa de los tejidos fibroso y 6seo, dando
como resultado el aflojamiento de la prétesis al hueso. Inicialmente, esta reaccidon
histologica adversa se atribuy6 a las particulas del cemento de PMMA, ya que fue
encontrado en éareas focales de lisis tanto en protesis estables como aflojadas, llevando
al concepto de enfermedad del cemento [130]. Para evitar esta complicacién se propuso

la fijacién sin cemento. Sin embargo la osteolisis periprotésica también sucede en las
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protesis no cementadas, tanto en implantes estables como aflojados, lo que ha
conducido a utilizar un término mas general: enfermedad de la particula [42,119].

La mayoria de las particulas encontradas en las membranas periprotésicas estan en
el rango micrométrico o submicrométrico y son apenas visibles al microsopio 6ptico
[39-42,131-133]. En casos de desgaste severo, pueden aparecer particulas grandes de
polietileno de varias decenas de micras de longitud. Las particulas de tamafio no
fagocitable son rodeadas de células gigantes, mientras que las particulas pequefias son
fagocitadas por los macrofagos. La cantidad de particulas de desgaste,
predominantemente particulas de polietileno, ha sido relacionada con el numero de
macréfagos en tejidos retirados de protesis aflojadas [131,132]. Ademas, la pérdida de
hueso y la resorcién Osea histologica parecen correlacionarse con la existencia en los
tejidos periprotésicos de macréfagos que contienen particulas [134].

Por otra parte, la utilizacion de las técnicas de inmunohistoquimica y de hibridacién
in situ han reforzado la asociacién entre los macrofagos de las membranas
periprotesicas y la produccidon de enzimas y citoquinas inductoras de osteolisis como
respuesta a las particulas de desgaste [127,135,136]. Asi, Jinarek y col. [135], utilizando
estas técnicas, demostraron que los macrofagos eran las células predominantes en las
membranas interfaciales de las prétesis aflojadas, que contenian particulas de desgaste,
y que estas células expresaban altos niveles de ARNm de la IL-1P y del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). La asociacion de estas citoquinas con los
macréfagos, proporcioné una evidencia directa de que estas células tienen un importante
papel en el reconocimiento del material extrafio y en la liberacion de mediadores
inflamatorios. En el modelo de Jinarek y col. [135] estos mediadores modularian la
actividad de células vecinas (fibroblastos y OB), que serian responsables de mediar la
osteolisis focal.

Mientras que la mayoria de los trabajos realizados sobre los tejidos periprotésicos
han estudiado unicamente la membrana que rodea la protesis aflojada, centrando su
atencion en los efectos de las particulas sobre la resorcion 6sea, otros como Kadoya y
col. [134] han estudiado también la superficie 6sea adyacente a la membrana interfacial,
observando que la resorcion estaba aumentada 20 veces y que la formacioén 6sea estaba
reducida a la mitad. Por lo tanto, la posibilidad de que la funcién osteoblastica pueda

verse afectada como consecuencia de la presencia de particulas de desgaste en las
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proétesis aflojadas, es una hipoétesis a considerar a la hora de comprender la reaccion del

tejido a dichas particulas.
4.2. Estudios in vitro

Han sido numerosos los estudios ix vitro que se han centrado en los macrofagos y en
las particulas de desgaste y menos los que han estudiado otras células como fibroblastos
y OB. Los estudios in vitro permiten reducir las variables inherentes a los tejidos
periprotésicos, tales como la variedad de tamafios y composiciones de las particulas y

tipos celulares.
4.2.1. Macroéfagos

Las células utilizadas en estos estudios han sido lineas celulares de macréfagos
transformadas o inmortalizadas (P388D1, J774, RAW 267), macréfagos peritoneales de
ratén y rata, y monocitos humanos de sangre periférica [137-139]. Diferentes particulas
estimulan la liberacién de varios mediadores proinflamatorios como TNF-o, PGE,,
IL-1, IL-6, quimioquinas, aniones superoxido y derivados del éxido nitrico [140-145].
Estas sustancias son capaces de modular la formacidon y la resorcién Osea, y
potencialmente podrian desempefiar un papel destacado en determinar las propiedades
de la interfaz, incluyendo el remodelado del hueso adyacente a la protesis [129].
Variables criticas en cuanto a la respuesta celular incluyen la composicién de la
particula, la concentracion, el tamafio, la forma, la topografia, el area superficial y el
volumen.

Estudios in vitro utilizando distintas concentraciones de particulas de cemento,
polietileno, latex y zimdégeno mostraron que la fagocitosis de estas particulas por
macrofagos peritoneales de raton condujo a una liberacion variable de PGE, y Ca® de
explantes Oseos. Las particulas mas activas eran las de zimdgeno y las de menor
actividad las de latex, teniendo actividad intermedia las particulas de polietileno y de
cemento [140]. En otro estudio Haynes y col. [138], utilizando particulas de Co-Cr y
particulas de la aleacién de Ti, encontraron que las particulas de Co-Cr eran citotoxicas,

causando muerte celular, mientras que su capacidad de liberar mediadores inflamatorios
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estaba limitada. Sin embargo, las particulas de la aleacién de Ti eran menos téxicas pero
indujeron la sintesis y liberacion de niveles elevados de varios mediadores inflamatorios
como la IL-1, IL-6, PGE, y TNF-a. Shanbhag y col. [137] estudiaron la capacidad
estimuladora de las particulas de TiAlV, Ticp y UHMWPE retiradas de los tejidos
interfaciales y fabricadas en el laboratorio, encontrando que las particulas de TiAlV
inducian la mayor liberacion de PGE,, IL-1f e IL-6 en los monocitos humanos de
sangre periférica. Las particulas de Ticp y las de UHMWPE fabricado producian la
liberacion de varios mediadores, pero en menor grado, mientras que las particulas de
UHMWPE retiradas de las membranas interfaciales tenian una capacidad estimuladora
menor.

Ademas de las variables correspondientes a las particulas, como composicion,
tamaiio, dosis, etc..., diferentes poblaciones de macrofagos pueden responder de forma
distinta a la misma sefial. En este sentido Glant y Jacobs [139] demostraron que tres
poblaciones de macrofagos (P388D1, IC21 y macréfagos peritoneales) liberaban PGE,
e IL-1, y el medio condicionado por estas células inducia la resorcién 6sea en distinto
grado cuando eran expuestas a PMMA, poliestireno y a particulas de Ti.

Horowitz y col. [146,147] han enfatizado la importancia del TNF-o como principal
mediador liberado en respuesta a PMMA por los macréfagos, que ademas de ser un
factor resortivo per se, modula la liberacién de otros factores resortivos por los OB,
tales como IL-6, GM-CSF y PGE, [147].

En otro estudio posterior, Horowitz y col. investigaron el efecto del polietileno sobre
el cocultivo macréfago-OB [148]. Encontraron que la exposicién macréfagos aislados a
particulas de polietileno conducia a la liberaciéon de TNF-a y PGE; y que en el sistema
de cocultivo macréfago-OB, los niveles de PGE; e IL-6 eran mucho mas elevados. Asi,
Horowitz propone que el mecanismo por el cual las particulas de polietileno
estimularian la resorciéon d6sea podria implicar un mecanismo mediado por OB y
macréfagos, caracterizado por la liberacién de IL-6 y PGE,.

Como vemos, en la literatura existe abundante informacion acerca de que los
macréfagos activados por particulas de desgaste de varios tipos -pueden producir
factores implicados en la resorcion Osea. Ademads, se han descrito interacciones

complejas entre macrofagos, fibroblastos, OB y OC [148-151]. Sin embargo, se ha
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observado que estas particulas también tienen efectos directos en otras células en

cultivo, incluyendo fibroblastos y OB [152].
4.2.2. Fibroblastos

Se piensa que el fibroblasto es la célula primariamente responsable de la sintesis y
deposicidn de colageno, que proporciona la integridad estructural al tejido membranoso
adyacente a la protesis. Ademas, los fibroblastos pueden producir citoquinas y enzimas
que influencian el remodelado [153] y, aunque los fibroblastos comprenden alrededor
de un 30 % de las células de las membranas de implantes fracasados, se ha investigado
muy poco acerca de su posible papel en la osteolisis [154-156]. Malanpaz y col. [154]
demostraron que los fibroblastos expuestos a p‘articulas de la aleacion de Ti se activaban
liberando mediadores proinflamatorios que influencian el metabolismo 6seo. Dicha
activacion acoplada a la respuesta biologica a las particulas de desgaste de los

macrofagos, podria tener un efecto sinérgico en la resorcidn dsea patologica.
4.2.3. Osteoblastos

Al igual que en el caso del fibroblasto, el OB ha sido una célula muy poco estudiada
en cuanto a su posible papel frente a la respuesta a las particulas de desgaste. Como es
bien conocido, el hueso es un tejido vivo, que estd constantemente remodelandose. Este
proceso de remodelado requiere un equilibrio entre la formacién dsea y la resorcion.
Una disminucion en la formacién de hueso, con o sin incremento en la resorcion, podria
desequilibrar el proceso de remodelado 6seo dando lugar a la pérdida de hueso
periprotésico u osteolisis [71,72,90].

Trabajos previos han analizado los efectos in vitro de particulas de determinadas
composiciones y tamafios en algunos marcadores del fenotipo osteoblastico, como
colageno tipo I, fosfatasa alcalina y osteocalcina, y en la produccion de determinados
factores locales relacionados con resorcion Osea, entre ellos la IL-6 y la PGE,
[133,157-167].

Los efectos hallados dependen de las caracteristicas de las particulas (composicion,

tamafio, etc...) y del tipo de poblacion osteoblastica estudiada.
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Varios autores han apoyado la hipdtesis de que la actividad osteoblastica es
modulada por las particulas de diferentes biomateriales, poliméricos o metalicos. Asi,
particulas de Co inhibieron la actividad de la fosfatasa alcalina, la sintesis de colageno y
la produccién de osteocalcina en dos lineas celulares osteoblasticas humanas (SaOS-2 y
MG63) [159]. Asimismo, particulas d¢ PMMA inhibieron el crecimiento celular y la
sintesis de colageno, mientras la produccioén de osteocalcina y de IL-6 se incrementd en
OB humanos procedentes de hueso trabecular [158]. Yao y col. [160] demostraron que
las particulas de Ti disminuyeron la sintesis de colageno tipo Iy tipo III en MG63. Sun
y col. [163] han observado en OB de rata, que las particulas de hidroxiapatita inducen
una disminucién en la poblacién celular y un incremento en la liberacion de PGE; de
forma dependiente del tamafio de la particula. Asi, las particulas més pequefias son las
que producen un efecto mayor.

Recientemente se ha demostrado que las particulas de Ticp, Ti-Al-V y Co-Cr
afectan en distinto grado, segiin la composicién quimica, la proliferacién, la actividad
de la fosfatasa alcalina y la produccion de PGE; en células MG63 [162].

En general los cambios observados en los trabajos mencionados estan relacionados
con una disminucién de la actividad osteobléstica, que podria tener efectos negativos en
la formacidén o6sea adyacente al implante. Ademas, el aumento en la produccion de
mediadores locales como la IL-6 y la PGE; podrian estimular a los OC promoviendo el
proceso de resorcion Osea.

Estos hallazgos implican una alterada funcién osteoblastica en cuanto a la pérdida
de masa dsea asociada con el aflojamiento aséptico; por tanto, un modelo mas completo
de este proceso deberia tener en cuenta, ademas de la resorcidon osteoclastica, la

posibilidad de que la funcion osteoblastica también pueda estar afectada.
4.3. Estudios in vivo

En cuanto a los estudios in vivo, han sido numerosos los modelos animales que han
demostrado la fagocitosis del polietileno, del PMMA o de las particulas metalicas por
los macréfagos, dando lugar a la activacion de los mismos y a la formacion del tejido
granulomatoso [168-172]. La reaccion especifica depende del tipo de material, la

concentracion y las caracteristicas de la particula, tales como tamafio, area superficial,
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topografia, superficie quimica y otras propiedades. Goodman y col. [168] demostraron
que las particulas de PMMA o UHMWPE pueden estimular la formacién de
granulomas periprotesicos en cavidades 6seas. Las particulas produjeron una reaccién
fibrohistiocitica y de células gigantes que era similar al tejido de alrededor de las
protesis aflojadas. Por el contrario, los mismos materiales en forma de bloque producian
una delgada membrana fibrosa.

Howie y col. [169] observaron resorcion osea alrededor de implantes cementados en
ratas después de realizar inyecciones de particulas de polietileno de tamafio no
fagocitable.

Por otro lado, Goodman y col. [170] en otro de sus estudios ir vivo en conejos,
describieron que las particulas de polietileno disminuian la formacion neta de hueso e
incrementaban el nimero de OC en las superfices 6seas. Sin embargo, el mismo estudio
reveld que las particulas de Co-Cr disminuian la formacién neta de hueso sin
incrementar la resorcién.

En resumen, mientras la resorcidon 6sea parece contribuir a la pérdida de hueso
asociada con el aflojamiento aséptico de los implantes en respuesta a las particulas de
desgaste [123,143,155,166,169], la disminucién de la formacidén &sea podria
.desempeﬁar un papel importante en este proceso [134,165,170]. Algunos de los efectos
sobre los OB podrian ser indirectos a través de la produccién de mediadores
inflamatorios por monocitos y macrofagos [146-148]. Sin embargo, las particulas de
desgaste podrian entrar en contacto con los OB, ya que la interfaz hueso-implante
proporciona el acceso directo de las particulas al tejido periprotésico, permitiendo el
contacto directo de las particulas con los OB [41].

Con objeto de minimizar las particulas de desgaste, los esfuerzos se han centrado en
la mejora y desarrollo de nuevos biomateriales y disefio de las protesis. En este sentido,
la nueva aleacion MA 956 ha sido propuesta como biomaterial, porque combina las
buenas propiedades del nicleo metélico [85] con la excelente resistencia frente a la
corrosion caracteristica de la alimina [86-89]. La posible apariciéon de particulas del
recubrimiento cerdmico y mas improbablemente del sustrato metalico es un hecho a
considerar por lo que exige evaluar su biocompatibilidad.

Por otra parte se considera que el polietileno es uno de los principales causantes del

fracaso protésico asociado al aflojamiento aséptico [39-42,131-133]; la alimina, en
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cambio, ha sido considerada casi inerte [11,49] y muchos investigadores la han
recomendado como material de referencia cuando se hacen estudios de
biocompatibilidad.

Asi, el objetivo principal de esta tesis es analizar la respuesta de las células
osteoblasticas humanas en cultivo primario frente a las particulas de polietileno, de la
aleacion MA 956 y de su capa de alumina y la influencia del tamafio de las mismas,
como forma de estudiar la biocompatibilidad de estos materiales in vitro. Asimismo,
utilizaremos un modelo de cocultivo heterélogo de macrofagos de ratén y OB humanos
como sistema mas novedoso para estudiar la interaccion de ambos tipos celulares y su
respuesta a las particulas de alumina.

Teniendo en cuenta estos precedentes se proponen a continuacién los objetivos

concretos de esta investigacion.
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OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Estudiar los efectos del tamafio y de la composicion de las particulas, polietileno 6

alimina, sobre la proliferacion de OB humanos en cultivo primario.

Evaluar la influencia del tamafio de las particulas de polietileno sobre la secrecion
de diversos marcadores del fenotipo osteoblastico en presencia o ausencia de

1,25(OH),D3 en OB humanos en cultivo primario.

Estudiar la influencia del tamafio y de la composicion de la particula, MA 956 y
alimina, sobre la secrecién de diversos marcadores del fenotipo osteoblastico, en

presencia o ausencia de 1,25(OH),D; en OB humanos en cultivo primario.

Determinar el efecto de las particulas de polietileno sobre la expresion de
osteocalcina, tanto en ausencia como en presencia de 1,25(OH),D; en las células

osteoblasticas humanas.

Evaluar el efecto de la composicién de las particulas, polietileno o alimina, sobre la

sintesis de IL-6 por los OB humanos.
Determinar el efecto de las particulas de alimina en la secreciéon de diversas

citoquinas resortivas en el cocultivo compuesto por macréfagos de ratén y OB

humanos.
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MATERIAL Y METODOS
A) MATERIALES

1. MATERIALES ENSAYADOS

Los materiales utilizados en el presente estudio fueron los siguientes: polietileno,
aleacion MA 956 y alumina, todos ellos en forma de particula con distribuciones de
tamafio variable.

Se utilizé polietileno con procedencias y granulometrias distintas, con las siguientes
denominaciones:

-Polietileno de alta densidad (HDPE) < 5 um (Polysciences, Eppelheim, Germany).

-Polietileno de ultraalto peso molecular (UHMWPE) < 30 um, obtenido por

tamizacion del polietileno GUR128 (Hoechts AG, Frankfurt, Germany).

-UHMWPE < 80 um (Hoechts, Frankfurt, Germany).

-UHMWPE < 160 pm (Howmedica, Rutherford, N. J., USA).

Todos ellos seran denominados a lo largo de este trabajo con el término general de
polietileno.

Las particulas de la aleaciéon de MA 956 fueron suministradas por. INCO Alloys
International (Hereford, U.K) y preparadas por tamizaciéon del polvo aleado
mecédnicamente. Fueron ensayadas segiin dos tamafios distintos < 10 y < 80 um. La
composiciéon nominal de las particulas de MA 956 en % en masa es la siguiente:
74,5Fe-20Cr-4,5A1-0,5Ti-0,5Y,0; [83].

Se utiliz6 alumina de cuatro tamafios de particula distintos:

-Alimina < 5 um (Alcoa, Barcelona, Espaiia)

-Alimina < 10 um (Aluminio Espafiol S. A., Lugo, Espafia)

-Alimina < 80 um de dos procedencias distintas, (a) Baker Chemical (Phillipsurg,

N. J., USA) y (b) Centro Nacional de Investigaciones Metalurgicas (CENIM).

-Alumina < 160 um (CENIM).

Las particulas fueron esterilizadas con alcohol isopropilico y fueron secadas en la

campana de flujo laminar bajo la luz ultravioleta.
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2. MATERIAL DE CULTIVOS CELULARES

e Materiales de uso comun

- DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Gibco
- Suero bovino fetal (SBF) Gibco
- Antibidticos (penicilina/estreptomicina) Gibco
- Tripsina Gibco
- Placas, frascos de cultivo y material de pléastico Falcon y Nunc
- Insertos para cultivo celular Falcon
- PBS (tampén fosfato salino) Sigma
- Inhibidores de proteasas Sigma
(pepstatina, aprotinina, PMSF y bacitracina)

- Albumina bovina sérica (BSA) Sigma
- Incubadores de CO;

- Campanas de flujo laminar

- Microscopio 6ptico invertido

e Hormonas y vitaminas

- Calcitriol 6 vitamina D3(1,25(0OH),;D3) Roche
- Vitamina K, (Fitomenadiona) Roche
- Acido ascérbico (Vitamina C) Sigma

e Material para cuantificar proteinas secretadas y proteinas totales

- Enzimoinmunoensayo (ELISA) del Metra Biosystems
péptido C-terminal del procolageno tipo I (PICP)
- Ensayo inmunoradiométrico (IRMA) Nichols
de osteocalcina
- IRMA del péptido N-terminal del procolageno tipo Il  Orion, Diagnostica
(PIIINP)
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- ELISA de IL-6 Medgenix
humana

- ELISA de GM-CSF humano Immunotech

- ELISA de IL-6 murina Assay Designs

- ELISA de TNF-o. murino R&D Systems

- Contador de radiactividad vy

- Lector de placas ELISA Sorin Biomedica

- Cuantificacion de la proteina total Bio-Rad

(Reactivo de Bradford)

e Material para medir la proliferacion celular

- Camara de Neubauer

- Azul de tripan

e Material para la extraccién de ARN. transcripcidén inversa-reaccion en cadena de la

polimerasa (RT-PCR) v electroforesis en geles de agarosa

- Reactivo Trizol (Extraccién de ARN) Gibco

- Dietilpirocarbonato (DEPC), inhibidor de RN Aasas Sigma

- ANTP, MgSO,, tamp6n de las enzimas AMV (RT) y Promega
Tfl (PCR)

- Cebadores especificos de osteocalcina e IL-6 Gibco

- Termociclador Perkin-Elmer

- Agarosa Sigma, Bio-Rad

- Cubetas de electroforesis de acidos nucleicos Bio-Rad, Laboplast
- Bromuro de etidio, agente intercalante Sigma

- Densitometro de barrido 1D Manager
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e Material para la purificacion v secuenciacion del ADN

- Gene Clean Bio 101

- Secuenciacion Perkin Elmer

3. CELULAS PARA LA REALIZACION DEL CULTIVO PRIMARIO DE OB
HUMANOS Y EL COCULTIVO (OB HUMANOS-MACROFAGOS DE RATON)

Los tipos celulares utilizados fueron OB y macréfagos. Los OB fueron cultivados
individualmente para alcanzar los objetivos del 1al 5 y también fueron cocultivados con

macrofagos para desarrollar el ultimo objetivo del presente estudio.

3.1. Células osteoblasticas humanas

Se realizaron cultivos primarios de OB humanos procedentes de explantes
quirurgicos de pacientes sometidos a artroplastias de rodilla (Fig. 5). Estas células se
caracterizan por expresar y secretar de modo regulado, dependiendo del estadio de
diferenciacion, varios marcadores caracteristicos del fenotipo osteoblastico, como son la
secrecion de colageno tipo I, de fosfatasa alcalina y secrecion de osteocalcina en
respuesta a 1,25(OH);D;. También producen AMP ciclico en respuesta a PTH
[173,174].

Fig. 5. Composicion fotografica de OB humanos en cultivo primario saliendo del explante éseo.
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3.2. Células J774

Los macrofagos de raton utilizados pertenecen a la linea J774 (ATCC, American
Type Culture Collection) (Rockville, MD, U.S.A). Esta es una linea celular
inmortalizada y bien diferenciada que es capaz de llevar a cabo la fagocitosis. Sus
caracteristicas morfoldgicas y su respuesta a las particulas de desgaste es similar a la de

los macréfagos encontrados en la interfaz hueso-implante [146].
B) METODOS
1. ANALISIS MICROESTRUCTURAL

La caracterizacion microestructural se hizo mediante difracciéon de Rayos X (DRX)
utilizando un difractémetro Phillips X Pert MPD con radiacion Ko del Cu (A = 1,5418
A). Las muestras se estudiaron empleando una geometria cofocalizada tipo Bragg-
Brentano, en la que es posible el movimiento muestra y detector; la muestra se desplaza
un angulo 6, mientras el detector lo hace un angulo 26. Se realiz6 un barrido 26 = 80°

con un paso de angulo de 0.04° y un tiempo de conteo de 1 segundo por paso.
2. ANALISIS QUIMICO

Las muestras de alumina de distinta procedencia vienen acompafiadas de su
composicion quimica desde los laboratorios de origen. Para confirmar la composicién y
grado de pureza de las aliminas, se procedié a la caracterizacion cuantitativa. El analisis
cuantitativo se ha llevado a cabo por via hiimeda, tanto por técnicas instrumentales
(Espectrofotometria de Absorcion Atdémica, Espectrofotometria de Absorciéon Molecular
UV-Vis y Espectrometria de Emision por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
AES), como por métodos clasicos de analisis (Volumetrias y Gravimetrias).

Paralelamente, se realiz6 un estudio comparativo (analisis semicuantitativo), por
Espectrometria de Emisién por Fluorescencia de Rayos-X por dispersién de longitudes

de onda (Anodo de Rh), de las mismas muestras. La preparacion de los polvos de

32



Material y Métodos

alimina, para su postertor analisis, se realizé por compactacion directa de los mismos

en forma de “pastillas compactadas”.
3. ANALISIS GRANULOMETRICO Y MORFOLOGICO

Para llevar a cabo la caracterizacion granulométrica de todos los materiales en
estudio se han utilizado: a) un microscopio 6ptico, b) un equipo de andlisis de imagen y
en los casos que fue necesario ¢) un microscopio electrénico de barrido (SEM).

La caracterizacion morfoldgica se hizo para todas las muestras con el SEM.
3.1. Microscopia éptica

Se utilizd un microscopio Nikon Measuroscope MM-11 que esta dotado de una
mesa XY con un campo de medida de 80 mm x 40 mm y con una sensibilidad de lectura
de 1 um. Se contaron un nimero suficientemente elevado de particulas y fue

determinado el didmetro de las mismas para el posterior analisis estadistico.
3.2. Equipo de analisis de imagen

El equipo para realizar el analisis granulométrico fue un equipo Optimas dotado del
programa de andlisis de imagen Sigma Scan Pro. Para determinar el tamafio de las
particulas se fotografiaron varios campos de cada material, bien con el microscopio
optico o con el electronico, conteniendo un nimero de particulas representativo de la
muestra. Las fotografias se ampliaron, las particulas se calcaron sobre hojas de
transparencia y mediante el programa Sigma Scan Pro, se determiné la longitud del eje
maximo, que elige los dos puntos mdas alejados de una particula definidos como
(LemX; LemY) y (LemX,, LemY>). Asi, la longitud del eje maximo viene dada por la
férmula siguiente:

Longitud del eje maximo = (MajX; ~ MajX;)* + (MajY.— MajY,)?
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3.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido consiste en hacer incidir un haz de
electrones procedente de un filamento. Dicho haz es acelerado y posteriormente
focalizado mediante una serie de lentes electromagnéticas sobre la muestra sometida a
estudio. Debido a la interaccién que sufren los electrones con la muestra se generan una
serie de sefiales electromagnéticas que, convenientemente recogidas y amplificadas,
permiten obtener informacién del drea desde un punto de vista microscépico. En este
estudio se utilizé un microscopio JEOL JXA 840 Scanning Microanalyser y se aplicé un
voltaje de aceleracion de 10 a 15 KV, dependiendo de las condiciones de la muestra. De
los materiales sometidos a estudio, sélo las particulas de material metalico de la
aleacion MA 956 son conductoras. El resto son aislantes, por lo que para poder ser

observadas en el SEM tuvieron que ser recubiertas con una fina capa de oro.

4. OBTENCION DE LOS EXPLANTES OSEOS Y CULTIVOS PRIMARIOS DE
OB HUMANOS

Se realizaron seis series de cultivos primarios de células osteoblasticas humanas
procedentes de explantes 6seos. Todos los explantes procedian de hueso trabecular de
rodilla de pacientes osteoartriticos sometidos a un implante protésico en el
Departamento de Traumatologia del Hospital La Paz (Madrid).

Algunas de las muestras Oseas fueron analizadas histolégicamente en el Servicio de
Anatomia Patologica, no encontrandose células mononucleares, lo que indica la
ausencia de focos inflamatorios locales o cercanos. Ademas ninguno de los pacientes
tenia sintomas clinicos ni bioquimicos de alteraciones metabodlicas 0seas.

La obtencion de los cultivos primarios se realizé6 segun Martinez y col. [174]
(Anexo Fig. 6). El hueso trabecular de los explantes 6seos obtenidos, cada uno de ellos
de un donante distinto, fue troceado en fragmentos de 1 mm? y lavado con una solucién
tampon de fosfato (PBS), para eliminar los restos de células de la médula Osea
adheridas. Estos fragmentos fueron colocados en frascos de cultivo, con medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), que contenia 4,5 g/L de glucosa, 15% de SBF
(suero bovino fetal), 100 U/mL de penicilina y 0,1 mg/mL de estreptomicina, a 37°C
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en atomoésfera himeda con 5% de CO,. Este medio se cambi6 dos veces por semana y
la confluencia se alcanzé de cuatro a seis semanas después de la siembra (Anexo Fig. 6,
FASE 1).

Los cultivos primarios obtenidos fueron divididos en las seis series indicadas, cada

una de ellas destinada a la realizacion de un objetivo en concreto.

1* SERIE .- Destinada a determinar el efecto de las particulas de polietileno
respecto a las de alumina sobre el crecimiento celular osteobléstico. Se evaluaron dos
tamafios diferentes de particulas, < 80 um y < 160 um. Las muestras se obtuvieron de
18 pacientes de edades (7016 afios) divididos en dos grupos:

e Con 12 muestras se realizaron 12 cultivos primarios del grupo < 160 um (grupo 1).
e Con las 6 restantes se realizaron los cultivos primarios del grupo < 80 um (grupo 2).

2" SERIE .- Se evaluo el efecto del tamafio de las particulas de polietileno, < 30 um
y < 160 pum, sobre varias funciones del fenotipo celular osteoblastico como son:
secrecion de PICP, fosfatasa alcalina y osteocalcina. Las muestras procedian de 10
pacientes de edades (6817 afios).

3" SERIE .- Se determino el efecto del tamafio de las particulas de MA 956, < 10 um
y < 80 um, sobre los mismos parametros que en la 2* SERIE. Las muestras procedian de
11 pacientes de edad (7116 afios).

4° SERIE .- Se determiné el efecto del tamafio de las particulas de alimina, < 10 um
y < 80 pm, sobre los mismos pardmetros que en las dos series precedentes. Las
muestras se obtuvieron de 7 pacientes de edad (7116 afios).

5* SERIE .- Se evalué el efecto del polietileno < 30 um sobre la expresion del
ARNmM del gen de la osteocalcina. Las muestras procedian de 7 pacientes de edad (65+5
afios).

6" SERIE .- Se compar6 el efecto de las particulas de polietileno y de alimina de
tamafio < 5 m sobre la expresién y la secrecién de la IL-6. Las muestras utilizadas
provenian de 15 pacientes de edad (6716 afios); en 9 de los cultivos primarios se evalud
el efecto de las particulas de polietileno. En los 6 restantes se evalud el efecto de las
particulas de alimina. Estos tltimos 6 cultivos también se utilizaron para realizar el

cocultivo con los macréfagos.
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Las células alcanzaron confluencia en los frascos de 75 cm” de 4 a 6 semanas
después de la siembra y fueron subcultivadas en frascos de 25 cm?, a excepcién de los
cultivos de la Gltima serie en los que las células se pasaron a frascos de 75 cm?. En cada
frasco de 25 cm” se introdujeron las particulas del biomaterial correspondiente a la serie
a realizar a una concentracion de 0.2 mg/mL [175]. Otros frascos se mantuvieron como
control sin adicion de biomaterial (Anexo Fig. 6, FASE 2).

Los cultivos en crecimiento en los frascos de 25 cm’ alcanzaron la confluencia
transcurridas dos semanas aproximadamente. Durante este tiempo el medio fue
cambiado dos veces por semana y fueron afiadidas particulas de los materiales
correspondientes en cada caso para mantener la concentracion deseada, 0.2 mg/mL
[175]. Una vez se logré el estado de confluencia, tanto en los frascos de 25 cm? como en
los de 75 cm?® (Gltima serie), se siguieron tres protocolos distintos que se exponen

seguidamente.
4.1. Determinacion de la proliferacion osteoblastica: protocolo I

Las células confluentes en los frascos de 25 cmz, con el biomaterial correspondiente,
se tripsinizaron y se sembraron en placas de 24 pocillos (p-24) a una densidad de 2x10*
células por pocillo, donde fue afiadido de nuevo el biomaterial correspondiente a cada
ensayo en la misma concentracién (0.2 mg/mL). También se sembraron pocillos sin
biomaterial como control. El medio se cambid dos veces por semana y fueron afiadidas
nuevas particulas de biomaterial para mantener constante la concentracion deseada
(Anexo Fig. 6, FASE 3 a). Las células se tripsinizaron y se contaron en camara de
Neubauer [176].

El contaje se realizé a los 3, 6, 9 y 13 dias después de la siembra en los cultivos
pertenecientes a la 12 SERIE. Cada dia se procedié al contaje de dos pocillos control
(sin biomaterial), y otros cuatro pocillos con cada biomaterial, polietileno o alimina,
dos de ellos tratados con cada tamafio de particula, < 80 um y < 160 pum.

Los resultados obtenidos a los diferentes dias de contaje se integraron mediante un
programa de analisis cinético (SIPHAR) que utiliza un método trapezoidal [176]. Asi se

determino el area bajo la curva (ABC) determinada por los dias en cultivo.
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4.2. Secrecion del péptido C-terminal del procolageno tipo 1 (PICP), fosfatasa

alcalina, osteocalcina e interleuquina 6 (IL-6): Protocolo I1

Para la evaluacioén de la secrecion de las diferentes proteinas relacionadas con el
fenotipo osteoblastico, las células se sembraron a una densidad de 2x10* células/pocillo
en placas de 12 pocillos (p-12) y fue afiadido el biomaterial correspondiente a la misma
concentracion (0.2 mg/mL), manteniendo algunos pocillos como control, sin adicién de
biomaterial. El medio fue cambiado dos veces por semana afiadiéndose particulas del
biomaterial sometido a estudio en cada caso. La confluencia se alcanzé transcurridas
dos semanas después de la siembra.

Para la 2 ® SERIE a unos pocillos se le afiadieron particulas de polietileno < 30 pum,

a otros < 160 um, y los restantes se mantuvieron como control. Para la 3* y la 4* SERIE

se afladieron particulas de MA 956 y alumina, respectivamente. Asi para la serie del
MA 956 habia pocillos con MA 956 < 10 um, otros con MA 956 < 80 pm, y otros eran
control. Idénticamente en la serie de la alimina, algunos pocillos contenian alimina <
10 um, otros < 80 um y otros fueron control (Anexo Fig. 6, FASE 3 b).

La determinacion de la expresién y secrecion de la IL-6 se realizé en los cultivos de
la 6* SERIE, los cuales, una vez alcanzaron la confluencia en los frascos de 75 cm?
fueron subcultivados en placas de 6 pocillos (p-6) a una concentracién de 3x10°
células/pocillo y, en este caso, alcanzaron la confluencia en ausencia de biomaterial

(Anexo Fig. 6, FASE 3 ¢).

4.2.1. Obtencién del medio celular condicionado en el cultivo primario

Después de dos semanas en cultivo las células alcanzaron confluencia en la placa
p-12, tras lo cual, fueron lavadas con PBS e incubadas en un medio DMEM libre de
suero, con 1 g/L glucosa, suplementado con 10 nM de vitamina K, 50 pg/ml de acido
ascorbico y 1 g/L de albumina bovina sérica (BSA). Las células permanecieron en este
medio 72 horas, en presencia (cultivo estimulado) o ausencia (cultivo basal) de 10 nM
de 1,25(OH),Ds. Al principio del periodo de incubacion con este medio se afiadieron

mas particulas del biomaterial correspondiente a cada ensayo a la dosis de 0.2 mg/mL.
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Las células que crecian en las placas p-6 alcanzaron confluencia entre 6 y 8 dias,
debido a que fueron sembradas a una densidad mas elevada. Tras ello, las células fueron
lavadas con PBS e incubadas con 2 ml de medio DMEM suplementado tal y como se
especificé anteriormente, en ausencia de vitamina K. Seguidamente, se afiadieron las
particulas de los biomateriales a ensayar, polietileno o alumina. En tres cultivos se
realizaron curvas de dosis, desde 1 mg hasta 100 mg/pocillo, tanto en los cultivos
tratados con polietileno como con alumina. Para evaluar el efecto del polietileno, a tres
pocillos se les afiadi6 polietileno a la dosis de 10 mg/pocillo, otros tres recibieron 50
mg/pocillo y otros tres se mantuvieron en ausencia de biomaterial (Control). El mismo
proceso se llevo a cabo en los cultivos tratados con alimina.

Transcurrido el periodo de incubacion, 72 horas en las placas p-12 y 24 horas en las
placas p-6, se recogidé el medio celular condicionado, se le afiadié una mezcla de
inhibidores de proteasas, se separd en alicuotas y se congeld a -80°C. Las células fueron
lavadas con PBS y fueron también congeladas a -80°C para la determinacién de la
proteina total en el caso de las placas p-12 o para la extraccion del ARN total para las
placas p-6.

El medio celular condicionado de dos o tres pocillos de las placas p-12 con o sin
adicion de 1,25(OH),Ds y tratados o no con los diferentes biomateriales, polietileno,
MA 956 o alimina, fueron ensayados para los distintos marcadores estudiados en todos
los cultivos y los valores medios se calcularon para cada medio condicionado. De modo
similar, el medio condicionado de dos o tres pocillos de las placas p-6 tratados con
polietileno o con alumina se ensayaron para la secrecion de IL-6, calculindose también
los valores medios para cada medio condicionado.

Se recoge en la Tabla 1 un resumen de los medios condicionados recogidos,
clasificados por composicién del material, tamafio de la particula y adicion o no de

1,25(0H),;Ds.
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Tamaiio Polietileno MA 956 Alumina
<5um Basal Basal

<10 um Basal/Estimulado Basal/Estimulado
<30 um Basal/Estimulado

< 80 pm Basal/Estimulado Basal/Estimulado

<160 um Basal/Estimulado

Tabla 1. Clasificacién de los medios celulares condicionados.

4.2.2. Determinacion de proteinas totales

La determinacidon de la proteina total de las placas p-12 se realiz6 mediante
tratamiento de las células con NaOH 0,1 N a 65°C y cuantificacién por el método de

Bradford [177].
4.2.3. Ensayo para la determinacion del PICP.

La determinacién del PICP, se considera un indice de la formacién de matriz dsea in
vitro [178]. En nuestro estudio fue determinado por duplicado utilizando un
inmunoensayo enzimatico en microplaca (ELISA) [179]. El ensayo utiliza un anticuerpo
monoclonal de ratéh anti-PICP y un segundo anticuerpo policlonal de conejo anti-PICP,
que se encuentra conjugado a la fosfatasa alcalina. Finalmente se utiliza
p-nitrofenilfosfato como sustrato de la fosfatasa alcalina y el producto de la reaccién, el
p-nitrofenol se mide en un espectrofotometro.

También se determinaron los niveles de PIIINP, marcador fibrobléstico y de células
osteoblasticas poco diferenciadas, en el medio celular condicionado mediante un ensayo
inmunoradiométrico (IRMA) [180].

Ambos valores fueron calculados de acuerdo con la concentracién de proteina.
4.2.4. Ensayo para la determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina

La actividad de la fosfatasa alcalina se analiz6 en el medio condicionado mediante
una reaccion enzimatica colorimétrica durante 30 min a 37°C que utiliza
p-nitrofenilfosfato como sustrato en un tampén de dietanolamina 1 M, MgCl, 0,5 mM,
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pH 9,8 [181]. La actividad enzimatica se expres6 en nmoles de p-nitrofenol, liberado
por min y por mg de proteina.

La fosfatasa alcalina se caracteriza por ser uno de los principales marcadores del
fenotipo osteoblastico. Asi, para caracterizar el cultivo primario de OB humanos, se
realizé una citoquimica, en la que las células en subconfluencia, fueron sembradas en
camaras (Nalge Nunc, Naperville, IL) y tratadas con 40 pmol/l de TGF-3; recombinante
humano y 10 nmol/l de 1,25(OH),;Ds, dos agentes diferenciadores de los OB en medio
libre de suero durante 72 horas [182]. Posteriormente las células fueron incubadas con
naftol AS-BI seguido por un rapido tratamiento con una sal de diazonio rojo violeta LB

(Sigma, St. Louis, MO), procediéndose al contaje de las células tefiidas.
4.2.5. Ensayo para la determinacion de la osteocalcina.

La osteocalcina se midié por duplicado en el medio celular condicionado por un
IRMA, mediante el uso de anticuerpos especificos contra osteocalcina humana.

La osteocalcina es un péptido de 49 aminoacidos y constituye la principal proteina
no colagena del hueso. Este ensayo utiliza dos anticuerpos policlonales diferentes frente
a la osteocalcina humana. Uno de los anticuerpos reconoce la regién 20-36 del péptido,

mientras que el otro, marcado radiactivamente con I'?

, reconoce la region comprendida
entre el aminoacido 1 al 19. La radiactividad es directamente proporcional a la cantidad
de osteocalcina en la muestra, que fue determinada de acuerdo con la concentracién de

proteina.
4.2.6. Ensayo para la determinacién de la IL-6 humana

La determinacion de la secrecion de la IL-6 humana se realizé en los medios
celulares condicionados por duplicado mediante un ELISA tipo sandwich en
microplaca. El ensayo estd basado en un sistema que utiliza una combinacién de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra distintos epitopos de la IL-6. La utilizacién
de distintos anticuerpos monoclonales permite una elevada especificidad y que el

ensayo sea altamente sensible. La IL-6 reacciona con los anticuerpos monoclonales y
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con un segundo anticuerpo unido a la enzima peroxidasa, la cual reacciona con el

sustrato para dar el producto de la reaccion que es determinado colorimétricamente.

4.3. Determinacion de la expresion de osteocalcina e IL-6 mediante RT-PCR

(transcripcion inversa-reaccion en cadena de la polimerasa): Protocolo I11

Las células de la 5* SERIE, destinada a determinar la expresion de osteocalcina en
presencia de particulas de polietileno, alcanzaron la confluencia en los frascos de 25
cm’ dos semanas después de la siembra. Dos de los frascos contenian particulas de
polietileno < 30 um, mientras que otros dos se mantuvieron sin adicién de biomaterial
como control. Después, las células fueron lavadas con PBS y cultivadas durante 72
horas en medio DMEM suplementado como se especifica en el protocolo II en
presencia (cultivo estimulado) o ausencia (cultivo basal) de 10 nM 1,25(OH),D; y
fueron afiadidas nuevas particulas a la misma concentracion, 0.2 mg/mL. Transcurrido
el periodo de incubacion el sobrenadante fue descartado y las células fueron congeladas
a —80 °C para la extraccion del ARN total y posterior determinacion de la expresion de
osteocalcina.

Por otro lado, las células de la 6* SERIE, que habian sido congeladas a —80°C tras la
retirada del medio celular condicionado para la determinacion de la secrecion de la IL-6,
fueron utilizadas para la extraccion del ARN total y la posterior determinacion de la

expresion de la IL-6.
4.3.1. Determinacién por RT-PCR de la expresion de osteocalcina y de IL-6

Los OB congelados a —80°C fueron utilizados para la extracciéon del ARN total
utilizando Trizol.

Se extrajeron aproximadamente 12 ug de ARN total de cada frasco de cultivo de 25
cm?’ con las células a confluencia y aproximadamente 6 ug de las placas p-6.

Los niveles de ARNm de la osteocalcina y de la IL-6 fueron determinados mediante
la técnica de RT-PCR semicuantitativa, utilizando condiciones que proporcionan una

amplificacion de cantidades de ADN submaximas.
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Se utilizaron 0.1 o 1 ng para la osteocalcina y 50 ng para la IL-6 de ARN total, que
fueron afiadidos a una mezcla de reaccion que contenia: 1 mM MgSOy, 0.2 mM de
deoxinucledtidos (ANTP), 1 unidad de Myeloblastosis Virus Aviar, enzima que realiza
la transcripcion reversa desde ARN a ADN, | unidad de la ADN polimerasa
termoestable de Thermus Flavus, 1 uM de cebadores especificos para el gen de la
osteocalcina humana 5’-CATGAGAGCCCTCACACTCC- 3° (sentido); 5’-
CAGCAGAGCGACACCCTAGACC- 3’ (antisentido), que corresponde a los
nucledtidos 18-37 y 315-336 respectivamente, en el gen de la osteocalcina humana
(numero de acceso en el Gene Bank: X51699) y 0.5 pM de cebadores especificos para
el gen de la IL-6 humana 5’-TTCGGTCCAGTTGCCTTCT- 3’ (sentido); 5° -
GTACTCATCTGGACAGCTC- 3’ (antisentido), que corresponden a los nucleétidos
88-106 y 485-503 respectivamente, en el gen de la IL-6 humana (numero de acceso en
el Gene Bank Y00081).

El producto obtenido con la utilizacién de estos primers o cebadores es de 319 pares
de bases para la osteocalcina y de 416 pb para la IL-6.

Ademas también se coamplificé el gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) con  cebadores  especificos para el gen  humano: 5’-
TCCTGCACCACCAACTGCTTA- 3’ (sentido) y 5’-ACCACCCTGTTGCTGTAGCC-
3°, que amplifican un fragmento de 524 pb correspondientes a los nucledtidos 445-968
del ADN copia (ADNc) (niimero de acceso en el Gene Bank JO2642). Este gen se
utilizé como control constitutivo.

El ARN total y los cebadores fueron incubados durante 2 minutos a 94°C para
desnaturalizar las estructuras secundarias. La mezcla de reaccion (10 pl), con los
cebadores y el ARN fueron incubados durante 45 min a 48°C teniendo lugar la
transcripcion inversa. A continuacion se llevé a cabo la PCR utilizando los siguientes
ciclos: 2 minutos a 94°C (desnaturalizacion), seguido de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C
(desnaturalizacidén), 1 min 60°C (reasociacion), y 2 minutos a 68°C (extension); por

ultimo, se realizé una extension final de 7 minutos a 68°C (Fig. 7).
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Fig. 7. Pasos seguidos en la realizacién de la RT-PCR para la determinacion de la expresion de la
osteocalcina y de la IL-6.

Los productos obtenidos por la RT-PCR fueron separados en geles de agarosa al 2%
y las bandas de osteocalcina, IL-6 y GAPDH visualizadas mediante tincién con
bromuro de etidio (50 ug/mL). Posteriormente, fueron fotografiadas y cuantificadas por
densitometria de barrido. Los valores obtenidos para la osteocalcina, asi como los
obtenidos para la IL-6 fueron normalizados frente a sus correspondientes de GAPDH,

utilizados como control constitutivo.
4.3.2. Purificacion y secuenciacion del producto de la PCR

Se purifico la banda de ADNc obtenida por la RT-PCR para la osteocalcina y la

IL-6 mediante un sistema especifico. Posteriormente con este ADNc purificado se
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realiz6 una PCR para amplificarlo (25 ciclos a 58°C) y se separ6 la banda en un gen de
agarosa volviéndose a purificar de nuevo el ADNc con el sistema anteriormente
mencionado.

Con una determinada cantidad de este ADNc purificado se procedié a determinar la
secuencia de la osteocalcina y de la IL-6 mediante reactivos comerciales, utilizando la
Taq FS DNA polimerasa. Las secuencias se resolvieron en un secuenciador automatico

ABI PRISM 377.

5. COCULTIVOS MACROFAGOS DE RATON-OB HUMANOS

Las células que componian el cocultivo fueron OB humanos en cultivo primario y
macrofagos de raton de la linea J774. El sistema de cocultivo utiliza un inserto en el que
ambos tipos celulares estan separados fisicamente. La membrana porosa del filtro
permite que los mediadores liberados por ambos tipos celulares interaccionen entre si

(Fig. 8).

o Bt o T © Macrofagos en el
2R % 2 filtro

Area de interaccién de
mediadores

Osteoblastos en el
O L~—)( ) fondo
— O

Fig. 8. Representacién del sistema de cocultivo.

Los macréfagos crecieron en frascos de 25 cm?’ con medio de cultivo DMEM
conteniendo 10 % de SBF, 100 UI/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de estreptomicina.
Fueron incubadas a 37 °C con 5 % de CO; y el medio fue cambiado dos veces por
semana.

Los OB humanos utilizados corresponden a la 6 SERIE y fueron cultivados tal y

como se indica en el apartado 4.
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5.1. Cocultivo celular y preparacion del medio condicionado

Las células osteoblésticas en monocapa en los cinco frascos de 75 cm’ fueron
tripsinizadas y sembradas en tres placas de seis pocillos (p-6) a una densidad de 3x10°
células/pocillo. Alcanzaron la confluencia tras seis U ocho dias después de la siembra
cambiandose el medio cada dos dias.

En este momento se procedio a la siembra de los macréfagos en los insertos a una
densidad de 10° células/inserto. Transcurridas 24 horas, los macréfagos se lavaron con
PBS con el fin de retirar las células no adheridas y los mediadores liberados en el
proceso de adhesion. Seis insertos se mantuvieron con macrdéfagos aislados sin contacto
con OB, afadiéndose 2 ml de medio DMEM libre de suero, con 1 g/L. glucosa,
suplementado con 50 pg/mL de 4cido ascorbico, 1 g/ BSA. A tres de estos pocillos se
les afadieron particulas de alimina, mientras que otros tres se mantuvieron sin
particulas. Otros seis insertos se colocaron sobre los pocillos en los que crecian los OB
que previamente habian sido lavados con PBS. Tanto a los insertos con los macréfagos
como a los pocillos con los OB se les afiadié 1 ml de medio DMEM libre de suero, que
en tres de los casos contenian particulas. Otros seis pocillos se mantuvieron con OB
aislados. A tres de éstos se les afiadieron 2 ml de medio con particulas de alimina y
otros tres permanecieron sin ellas. Las células fueron incubadas durante 24 horas, tras lo
cual, el medio condicionado fue recogido, filtrado a través de filtros de 0.22 pum y
congelado a —80°C para la cuantificacion de las citoquinas secretadas. Por otra parte, las
células osteoblasticas fueron congeladas a —80°C para la posterior extraccién del
ARNm.

Se recogieron los siguientes medios condicionados procedentes de:

1) Macréfagos aislados (mac).
2) Macrofagos en presencia de alimina (mac+al).
3) OB aislados (ob).
4) OB en presencia de alumina (ob+al).
5) OB y macroéfagos (ob+mac).
6) OB y macréfagos en presencia de alumina (ob+mac+al).
Con este protocolo se realizaron tres ensayos de curvas de dosis respuesta con una

concentracion de particulas de alumina entre 1 y 100 mg/pocillo. Una vez determinada
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la dosis de maxima estimulacidn se realizaron seis experimentos en una serie de seis

cultivos diferentes tratados con dicha dosis.

5.1.1. Tratamiento de las células osteoblasticas con factor de necrosis tumoral o

(TNF-0) murino exégeno

Se utilizaron tres cultivos primarios de OB humanos para determinar el efecto del
TNF-o sobre la secrecion de IL-6. Se siguid el protocolo anteriormente descrito. Tres
pocillos se mantuvieron como control y otros tres se incubaron durante 24 horas en
medio libre de suero con 300 pg/mL de TNF-a (Endogen, Woburn, MA, USA).

Posteriormente, el medio celular condicionado fue recogido y congelado a —80°C.

5.2. Secrecion de citoquinas implicadas en resorcion dsea en el cocultivo

En los medios condicionados de dos o tres pocillos de cada tipo se determind la
secrecion de TNF-o murino, IL-6 murina y humana y GM-CSF humano. En la Tabla 2

se especifica cuales citoquinas fueron determinadas en los distintos medios

condicionados.
ESPECIE CITOOQUINAS
TNF-o IL-6 GM-CSF
mac, mac+tal, mac, mac+al,
Raton
ob+mac, ob+mac+al |ob+mac, ob+mac+al
ob, ob+al, ob, ob-al,
Humano
ob+mac, ob+mac+al | ob+mac, ob+mac+al

Tabla 2. Clasificacién de las citoquinas determinadas en los distintos medios condicionados.
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5.2.1. Ensayo para la determinacion del TNF-a murino

Los niveles del TNF-oo de ratén se cuantificaron por duplicado en los medios
celulares condicionados utilizando un ELISA, que utiliza un anticuerpo policlonal

especifico para TNF-o de ratdn y un anticuerpo policlonal unido a la peroxidasa.

5.2.2. Ensayos para la determinacién de la IL-6 murina y humana

La IL-6 murina fue determinada por duplicado en los medios celulares
condicionados utilizando un ELISA que utiliza dos anticuerpos dirigidos contra la IL-6
de ratén, uno de los cuales esta biotinilado y que forman la unidn tipo sandwich al cual

se une la enzima conjugada estreptavidina-peroxidasa.

La determinacién de la secrecion de la IL-6 humana se realiz6 tal como se especifica

en el apartado 4.2.6.

5.2.3. Ensayo para la determinacion del factor estimulador de colonias de granulocitos y

macréfagos (GM-CSF) humano

La determinacion de los niveles de GM-CSF en los medios celulares condicionados
se realizd por duplicado mediante un ELISA que utiliza un anticuerpo monoclonal
unido a la microplaca y un segundo anticuerpo monoclonal que esta biotinilado. Al

sandwich formado se une el conjugado estreptavidina-peroxidasa.

Por otro lado, se procedié a la extraccion con Trizol del ARN total de las células
osteoblasticas congeladas a —80°C de los siguientes pocillos de las p-6: ob, ob+al,
ob+mac y ob+mac-+al.

Los niveles del ARNm fueron determinados mediante RT-PCR semicuantitativa. Se
utilizaron 0,5-50 ng de ARN total, y se afiadieron a una mezcla de reaccién que contenia

0.5 uM de cebadores especificos para el gen de la IL-6 humana (ver apartado 4.3.1).

47



Material y Métodos

6.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados descritos en el texto se han expresado como media * error estandar

(ES).

>

1* SERIE. Las diferencias entre los dos tamafios de particula de polietileno sobre la
proliferacion osteoblastica fueron analizadas por el test de Mann-Whitney. Las
diferencias entre el grupo control y el polietileno o la alimina, fueron analizados por
el test de Wilcoxon para muestras pareadas.

2%, 3" y 4° SERIE. Las diferencias entre los valores basales y tratados con

1,25(OH),D; y las diferencias entre los valores controles y tratados con los
diferentes biomateriales (polietileno, MA 956 o alimina) en la secrecién de las
distintas proteinas, fueron analizados por el test de Wilcoxon para muestras
pareadas.

5% SERIE. Las diferencias entre los valores de expresion de osteocalcina basal y tras
la adicion de 1,25(OH),;Ds y las diferencias entre los cultivos tratados y no tratados
con polietileno fueron analizados por la t-Student para muestras pareadas.

6" SERIE. Las diferencias entre polietileno y alimina en la sintesis de IL-6 fueron
analizadas por el test de Mann-Whitney. Las diferencias entre el control y tras la
adicion de particulas, se analizd por el test de Wilcoxon para muestras pareadas. En
el cocultivo, las diferencias entre los distintos grupos fueron analizadas por este

altimo test.
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACION QUIMICA Y MICROESTRUCTURAL DE LOS
MATERIALES ENSAYADOS

La composicion y pureza de las aliminas de distintas procedencias se muestra en la

tabla siguiente. Los valores estan expresados en % en masa.

Tamaiio AlLO; Na,O SiO, Ca0 Fe,O; | Otros 6xidos
<5 um 99,62 0,16 0,025 0,072 0,064 0,059
<10 um 99,75 0,12 0,028 0,011 0,033 0,058
< 80 um (a) 99,4 0,46 0,069 0,037 0,024 0,010
< 80 um (b) 99 0,627 0,184 0,072 0,064 0,053
<160 um 99 0,627 0,184 0,072 0,064 0,053

Tabla 3. Composicién quimica de las distintas aliminas ensayadas. Estan expresadas en % en masa.

El diagrama de difraccion de Rayos X de la alimina < 5 um se corresponde con la
fase o-Al;0; (Fig. 9). Los maximos asignados a o-Al;03 (ASTM 42-1468) son muy
intensos y definidos, lo que indica que se trata de una alimina muy cristalina.
Asimismo, los méaximos de difraccién situados a valores altos de angulo, desde

aproximadamente 20 = 50°, presentan claramente el desdoblamiento ko /kot,.
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Fig. 9. Diagrama de DRX de la aliimina <5 pm.

El diagrama de difraccién de Rayos X de la alimina < 10 um es idéntico al de las

particulas de alimina < 5 pum.

El diagrama de difraccion de rayos X de la alimina < 80 um (a) permite identificar
0-Al,03 bien cristalizada. Junto a esta fase aparece un conjunto de maximos de poca
intensidad y poco resueltos, que corresponde a una segunda fase minoritaria, que

acompafia a la fase mayoritaria 0-Al,0; (Fig. 10). Esta segunda fase fue identificada

como 6-Al;0; (ASTM 35-0121).
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Fig. 10. Diagrama de DRX de la alimina < 80 um (a). Las reflexiones marcadas (*) corresponden a la
fase minoritaria, 0-Al,0;3 y las reflexiones a las que se han asignado indices corresponden a la fase

mayoritaria a-Al;0;.

Las aliminas < 80 (b) y < 160 um presentan un diagrama de difraccion idéntico ya
que se obtuvieron por tamizado de una alumina de mayor tamafio de particula. En el
diagrama se observa que la fase mayoritaria, al igual que con las otras tres aliminas, es
o-Al,03. Sin embargo, también se pueden apreciar un par de maximos menos intensos

que podrian corresponder a una fase minoritaria identificada como B-alimina (ASTM-

10-0414) (Fig. 11).
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Fig. 11. Diagrama de DRX para la alimina < 80 pm (b) y < 160 pum. Las reflexiones marcadas en
verde claro corresponden a la fase mayoritaria a-Al,0s.

Por otra parte, los diagramas de difraccion obtenidos para los distintos tipos de
polietileno fueron similares, por lo que se representan dos de ellos a modo de ejemplo.
Se pone de manifiesto la presencia de dos reflexiones importantes a valores de 26 =
21,39° y 23,79°. Se pueden observar pequeias desviaciones del fondo de pequeiia

magnitud, sin llegar a formar maximos definidos (Fig. 12).
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Fig. 12. Diagramas de DRX del polietileno de ambos tamaifios, < 80 pm y < 160 um.
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2. CARACTERIZACION GRANULOMETRICA Y MORFOLOGICA DE LOS
MATERIALES ENSAYADOS

Las distribuciones estadisticas del tamafio de particula de las distintas muestras se
expresan como % en volumen de particulas. El cuartil 1, la mediana y el cuartil 3
indican el tamafio de particula en micrémetros por debajo del cual se encuentra

respectivamente el 25, 50 y 75 % de la muestra (Tabla 4).

MATERIAL Tamafio | Cuartill Mediana Cuartil 3
<5um 2 3 4
<30 um 24 29 35
Polietileno [ g um 58 70 81
<160 um 69 96 160
<10 pm 10 13 18
MA 956 <80 um 70 82 90
<5um 3 4 6
<10 um 5 10 16
Alimina <80 pm (a) 70 80 104
< 80 pm (b) 50 67 78
<160 pm 63 86 118

Tabla 4. Distribuciones granulométricas de los materiales sometidos a estudio.

Las caracteristicas morfologicas de las particulas fueron examinadas mediante
microscopia electronica de barrido.

La Figura 13 muestra las imagenes de las particulas de polietileno de las distintas
granulometrias utilizadas. La Fig. 13 A corresponde a las particulas de polietileno < 5
pm. Se puede apreciar en ellas una forma casi esférica, caracteristica de particulas de
polietileno de alta densidad (HDPE) [183]. En la imagen mostrada las particulas forman
agregados pero antes de ser afiadidas a los cultivos fueron sonicadas con el fin de

obtener una distribucién uniforme. Aunque el polietileno de ultraalto peso molecular
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(UHMWPE) es el utilizado para aplicaciones ortopédicas, analizamos la respuesta
celular en una parte de nuestro estudio frente al HDPE, ya que las particulas de
UHMWPE no estan disponibles comercialmente en el rango < 5 um. Las tres imagenes
restantes, Fig. 13 (B, C y D) corresponden a UHMWPE < 30 um, < 80 pm y < 160 pum,
respectivamente. Las particulas presentan una forma globular con una superficie rugosa
comparable con el tipo predominante de particulas aisladas del tejido periprotésico de
protesis de cadera aflojadas [131-133]. La mayoria de las particulas recogidas in vivo
son de tamafio mucho mas pequefio y se encuentran en el rango submicrométrico. Sin
embargo, el rango es amplio ya que también pueden ser localizadas particulas de forma
mas alargada y de tamaio de hasta 200 um. La resorcion 6sea asociada con la presencia
de particulas de polietileno entre 20 y 200 um ha sido reproducida experimentalmente

en un modelo animal [169].
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Fig. 13. Imagenes de las particulas de polietileno obtenidas mediante microscopia electrénica de
barrido. (A) <5 um, (B) <30 um (C) < 80 um y (D) < 160 pm.
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Las particulas metalicas de la aleacion MA 956 en los distintos tamafios utilizados
se representan en la Fig. 14. Las Fig. 14 (A y B), corresponden a las particulas de MA
956 < 10 um y < 80 um, respectivamente. Ambas distribuciones de particulas presentan
formas irregulares, al igual que otras particulas metdlicas que han sido observadas en
estudios in vivo [132]. En dicho estudio se ha observado que las particulas metalicas
tienen un tamafo similar al de las particulas de polietileno, no encontrandose
diferencias en el tamafio medio de las particulas metalicas dependiente de la

composicion del metal.

(A) (B)

Fig. 14. Imagenes de las particulas de MA 956 obtenidas mediante microscopia electrénica de
barrido. (A) < 10 umy (B) < 80 um.

Las imagenes de la Figura 15 muestran las distintas particulas de alumina
ensayadas. Las Fig. 15 (A y B) pertenecen a las aliminas mas pequeias utilizadas, < 5
um y < 10 um respectivamente. Las Fig. 15 (C y D) corresponden a las particulas de
alimina de tamafio < 80 um y < 160 wm respectivamente.

Como se puede apreciar, la morfologia de las particulas es bastante irregular, tal y

como ha sido observado en las particulas de alimina recogidas in vivo [184].
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Fig. 15. Imagenes de las particulas de alimina obtenidas mediante microscopia electrénica de
barrido. (A) <5 pum, (B) <10 um, (C) <80 um, (D) < 160 um y (E) Detalle a 2000 aumentos de la
superficie de una particula de alimina < 160 pum.
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3. CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE OB HUMANOS

El fenotipo osteoblastico se caracteriza por la secrecion de fosfatasa alcalina y
colageno tipo I, asi como por la secrecion de osteocalcina en respuesta a 1,25(OH),Dsy
por la produccion de AMPc en respuesta a PTH.

Con objeto de caracterizar nuestros cultivos de OB humanos estudiamos la respuesta
de la osteocalcina al 1,25(OH),D; (10 nM), un agente diferenciador de estas células. Se
observo que este metabolito indujo en los cultivos un incremento en la secrecion de ésta
proteina.

Ademas, se observo que tras la estimulacion con 1,25(OH),Ds3 (10 nM) y TGF-, (40
pM), otro agente diferenciador de los osteoblastos, el 70 % de las células osteoblasticas

fueron fosfatasa alcalina positivas (Fig. 16).

’e J'n o kK §
v e K "
Ly | » o |
Y . ’
A B

Fig. 16. Tincion citoquimica para la fosfatasa alcalina en cultivo primario de OB humanos. Estos

cultivos fueron tratados en ausencia (A) o presencia de 10 nM 1,25(0OH),D; y 40 pM de TGF-B, (B)
durante 72 horas en medio sin suero.

También se determiné la secrecion de PIIINP, un marcador fibroblastico, con el fin
de determinar la posible contaminacién con este tipo de células. Los resultados
muestran que solo el 10 % del procolageno total detectado era PIIINP.

Asi pues, concluimos que la mayoria de las células de nuestros cultivos poseen un

fenotipo osteoblastico.
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4. DIFERENCIAS EN LA PROLIFERACION OSTEOBLASTICA SEGUN EL
TAMANO Y COMPOSICION DE LAS PARTICULAS, POLIETILENO O
ALUMINA

e Efecto del polietileno v la alumina, ambos < 160 um, sobre la proliferacion celular

A los nueve dias después de la siembra en las placas multipocillo, las células
osteoblasticas incubadas con polietileno < 160 pum presentaban un descenso en el
crecimiento celular osteoblastico. Sin embargo, la adiciéon de alimina < 160 pm no

inhibié el crecimiento durante el periodo de observacién (Tabla 5).

Biomaterial.[ N° cultivos N° de células x(1.000)
o control celulares 3 dias 6 dias 9 dias 13 dias
Control | 12 2016 2819 42+15 55425
Polietileno 12 16+5 2619 27+8* 45123
Alimina 12 1915 2218 32+11 45123

Tabla 5. Efecto del polietileno y la alamina, < 160 um, en el crecimiento osteoblastico. La
proliferacién celular fue determinada mediante contaje directo en cdmara de Neubauer a los 3, 6,9y 13
dias después de la siembra en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de

polietileno o alimina. Los valores son expresados en (n° de células x 1000) como la media + DE.
* p< 0.05 comparado con los cultivos control.

Cuando se calculd el area bajo la curva a lo largo de todo el periodo de cultivo, se
observo que el descenso era significativo sélo en los cultivos tratados con polietileno al

compararlos con los cultivos control (Fig. 17).
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Fig. 17. Area bajo la curva (ABC) de la proliferacién celular. La proliferacién celular fue
determinada por contaje en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con polietileno o aliimina
<160 pm.

*p<0.05, comparado con los cultivos control.

o Efecto del polietileno v la alimina, ambos < 80 um, sobre la proliferacion celular

Los cultivos incubados con polietileno < 80 um mostraron menor crecimiento que
aquéllos en los que no se afiadié biomaterial (Control) a los 3, 9 y 13 dias. La alimina <
80 um también indujo un descenso en el crecimiento pero sélo a los 3 y a los 9 dias

(Tabla 6).

Biomaterial | N° cultivos N° de células x(1.000)
o control celulares 3 dias 6 dias 9 dias 13 dias
Control 6 1612 21%8 36£10 4115
Polietileno 6 10£2** 1915 25+6* 27+6*
Alimina 6 11+3* 2119 28+9* 36£5

Tabla 6. Efecto del polietileno y la alimina, < 80 pum, en el crecimiento osteoblastico. La
proliferacion celular fue determinada mediante contaje directo en camara de Neubauer a los 3, 6,9y 13
dias después de la siembra en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de
polietileno o alimina. Los valores son expresados en (n° de células x 1000) como la media + DE.

*p< 0.05; **p<0.01 comparado con los cultivos control.

El area bajo la curva disminuyd en los cultivos tratados con polietileno y en los

tratados con alimina, pero el descenso fue menos acusado en este ltimo caso (Fig. 18).
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Fig. 18. Area bajo la curva (ABC) de la proliferacién celular. La proliferacién celular fue
determinada por contaje en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con polietileno o alimina
< 80 pum.

*p<0.05; **p<0.01, comparado con los cultivos control.

o Efecto del polietileno, < 160 um y < 80 um, sobre la proliferacion celular

Comparando el area bajo la curva de los cultivos en los que fue afiadido polietileno,
< 160 um o < 80 um, respecto a los que no se afladié biomaterial (Control), se observéd
que la inhibicién del crecimiento fue mayor con el polietileno de menor tamaiio, < 80

um (Fig. 19).
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Fig. 19. Area bajo la curva (ABC) de la proliferacién celular. La proliferaciéon celular fue
determinada por contaje en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con polietileno < 160 um
0 <80 um.

*p<0.05; **p<0.01, comparado con los cultivos control.
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5. DIFERENCIAS EN LA SECRECION DE PICP, FOSFATASA ALCALINA Y
OSTEOCALCINA EN OB HUMANOS SEGUN EL TAMANO DE LAS
PARTICULAS DE POLIETILENO

o Efecto del polietileno, <30 um v < 160 um, en la secrecién de PICP

Los niveles de PICP en el medio celular condicionado de los cultivos sin la adicién
de 1,25(0OH),D; (Basal), disminuyeron al ser tratados con polietileno < 30 um respecto a
los cultivos sin particulas (Control). Sin embargo, el tratamiento con polietileno < 160
um, no modificé la concentracién de PICP en el medio condicionado (Fig. 20).

La adicion de 1,25(OH);D; disminuyd la secrecion de PICP en los cultivos
controles, pero no afectd a los cultivos incubados con polietileno de ambos tamafios de
particula (Fig. 20). Sin embargo, al comparar los cultivos a los que fue afiadido
1,25(OH),;D; bajo tratamiento con polietileno < 30 um con los controles, se observé un

descenso en la secrecién de PICP (Fig. 20).
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Fig. 20. Efecto del tamaiio de la particula de polietileno sobre la secrecién de PICP basal y en
respuesta a 1,25(OH),D;. La secrecion de PICP fue determinada en el medio celular condicionado de
OB humanos en cultivo primario (n = 10), en ausencia (Basal) y en presencia de 10 nM 1,25(0OH),D;
(Vit D -8) en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de polietileno de dos
tamarfios, <30 um y < 160 um. Los resultados se expresan como la media £ ES.

(#) p<0.05, entre cultivos basales y tras la adicién de 1,25(0OH),D; (Vit D —8) en el mismo grupo.

(*) p<0.05, entre cultivos tratados con polietileno y cultivos control (no tratados).
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e Efecto del polietileno, < 30 um v < 160 um, en la secrecidon de Fosfatasa Alcalina

El polietileno no afecté a la secrecion de fosfatasa alcalina en los cultivos en
situacion basal (Fig. 21).

La adicién de 1,25(0OH);D; mantuvo invariables los niveles de fosfatasa alcalina en
el medio celular condicionado, tanto en los cultivos control, como en los tratados con
polietileno, al compararlos con los niveles basales correspondientes. Igualmente, el
polietileno no afect6 a la secrecion de fosfatasa alcalina en los cultivos a los que se

afiadié 1,25(OH); D3 con respecto a sus respectivos controles (Fig. 21).
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Fig. 21. Efecto del tamafio de la particula de polietileno sobre la secrecion de fosfatasa alcalina
basal y en respuesta a 1,25(OH),D;. La secrecion de fosfatasa alcalina fue determinada en el medio
celular condicionado de OB humanos en cultivo primario (n = 10), en ausencia (Basal) y en presencia de
10 nM 1,25(0OH),;D; (Vit D —8) en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de
polietileno de dos tamafios, < 30 pm y < 160 pum. Los resultados se expresan como la media + ES.

Efecto del polietileno, <30 um vy < 160 um. en la secrecion de Osteocalcina

La concentracion de osteocalcina en el medio condicionado de las células
osteoblasticas en situacion basal, fue similar en los cultivos tratados con polietileno de
ambos tamafios de particula comparados con los cultivos no tratados (Control)
(Fig. 22).

Después de la adiciéon de 1,25(OH),D; los niveles de osteocalcina aumentaron

significativamente en todos los cultivos, y este incremento fue mayor en presencia de
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particulas de polietileno < 30 um al compararlo con el de los cultivos control, y los

tratados con particulas de polietileno < 160 um (Fig. 22).
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Fig. 22. Efecto del tamaiio de la particula de polietileno sobre la secrecién de osteocalcina basal y
en respuesta a 1,25(OH),D;. La secrecion de osteocalcina fue determinada en el medio celular
condicionado de OB humanos en cultivo primario (n = 10), en ausencia (Basal) y en presencia de 10 nM
1,25(0OH);D; (Vit D -8) en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de
polietileno de dos tamaiios, < 30 pm y < 160 um. Los resultados se expresan como la media + ES.

(##) p<0.001, entre cultivos basales y tras la adicion de 1,25(OH),D; (Vit D —8) en el mismo grupo.

(*) p<0.05, entre cultivos tratados con polietileno y cultivos control (no tratados).

(&) p<0.05 entre cultivos tratados con polietileno <30 um y < 160 um.

6. DIFERENCIAS EN LA SECRECION DE PICP, FOSFATASA ALCALINA Y
OSTEOCALCINA EN OB HUMANOS SEGUN EL TAMANO Y
COMPOSICION DE LAS PARTICULAS, MA 956 O ALUMINA

o FEfecto del MA 956 v la alumina, < 10 um v < 80 um, en la secrecion de PICP

La secrecion de PICP por las células osteoblasticas al medio condicionado en
situacion basal, disminuyd en presencia de particulas de MA 956 y de alumina de
ambos tamafios, < 10 um y < 80 um, comparado con los cultivos sin particulas
(Control). Este efecto fue mas marcado con las particulas de MA 956 y en especial con
las més pequefias mas pequeiias [Fig. 23 (A, B)].

La adicién de 1,25(OH),Ds3 produjo un descenso en los niveles de PICP en los

cultivos control de la serie de la alimina (Fig. 23 B). No se observaron diferencias entre
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los cultivos a los que se afiadio 1,25(OH),D; en presencia de particulas, al ser

comparados con los cultivos control [Fig. 23 (A, B)].
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Fig. 23. Efecto del tamaiio y de la composicién de la particula sobre la secrecion de PICP basal y
en respuesta a 1,25(OH),D;. La secrecion de PICP fue determinada en el medio celular condicionado de
OB humanos en cultivo primario, en ausencia (Basal) y en presencia de 10 nM 1,25(OH),D; (Vit D -8)
en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de MA 956 (A) n= 11 y de alimina
(B) n= 7 de dos tamafios, < 10 um y < 80 pm. Los resultados se expresan como la media % ES.

(#) p<0.05, entre cultivos basales y tras la adicion 1,25(0OH),D; (Vit D —8) en el mismo grupo.

(*) p<0.05, entre cultivos tratados con particulas y cultivos control (no tratados).

(&)p<0.05, entre cultivos tratados con MA 956 < 10 um y < 80 um.

e Efecto del MA 956 y la alimina, < 10 um y < 80 um, en la secreciéon de Fosfatasa

Alcalina

Ni el tratamiento con particulas de MA 956 de ambos tamafios ni con particulas de
alimina < 80 pum afectd a la secrecion de fosfatasa alcalina al medio condicionado en
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situacion basal [Fig. 24 (A, B)]. Sin embargo, las particulas de alimina < 10 um
disminuyeron la actividad de la fosfatasa alcalina basal con respecto a los cultivos
control (Fig. 24 B).

Tras la adicion de 1,25(OH),D; los niveles de fosfatasa alcalina aumentaron en los
cultivos control de ambas series al compararlos con los niveles basales correspondientes
[Fig. 24 (A, B)]. Sélo la alimina < 10 pm indujo un descenso en la secreciéon de

fosfatasa alcalina en los cultivos a los que se afiadi6 1,25(OH),D; (Fig. 24 B).
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Fig. 24. Efecto del tamaiio y de la composicién de la particula sobre la secrecion de fosfatasa
alcalina basal y en respuesta a 1,25(OH),Ds. La secrecién de fosfatasa alcalina fue determinada en el
medio celular condicionado de OB humanos en cultivo primario, en ausencia (Basal) y en presencia de 10
nM 1,25(OH),D; (Vit D -8) en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de
MA 956 (A) n = 11 y de alimina (B) n = 7 de dos tamafios, < 10 um y < 80 um. Los resultados se
expresan como la media * ES.

(#) p<0.05, entre cultivos basales y tras la adicion de 1,25(OH),D; (Vit D -8) en el mismo grupo.

(*) p<0.05, entre cultivos tratados con alumina y cultivos control (no tratados).
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e Efecto del MA 956 vy la alumina, < 10 um v < 80 um, en la secrecién de

Osteocalcina

La secrecion de osteocalcina en situacion basal fue similar en todos los cultivos.
[Fig. 25 (A, B)].

Después de la adicion de 1,25(OH),D; la secrecién de osteocalcina aument6é en
todos los cultivos, con y sin tratamiento de ambos biomateriales [Fig. 25 (A, B)]. Sin
embargo, las particulas de MA 956 < 10 um atenuaron el aumento en la secrecion de

osteocalcina en los cultivos a los que se afiadié 1,25(OH),Ds, al compararlos con los

niveles de los cultivos controles, no tratados (Fig. 25 A).
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Fig. 25. Efecto del tamaiio y de la composicién de la particula sobre la secrecién de osteocalcina
basal y en respuesta a 1,25(OH),D;. La secrecién de osteocalcina fue determinada en el medio celular
condicionado de OB humanos en cultivo primario, en ausencia (Basal) y en presencia de 10 nM
1,25(0OH),D; (Vit D —8) en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas de MA 956
(A) n= 11y de alimina (B) n = 7 de dos tamaiios, < 10 um y < 80 um. Los resultados se expresan como
la media + ES.

(#) p<0.05, entre cultivos basales y tras la adicién de 1,25(OH),D; (Vit D -8) en el mismo grupo.

(*) p<0.05, entre cultivos tratados con Ma 956 y cultivos control (no tratados).
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7. EFECTOS DE LAS PARTICULAS DE POLIETILENO SOBRE LA
EXPRESION DE OSTEOCALCINA EN OB HUMANOS EN CULTIVO
PRIMARIO

Determinamos la expresion de la osteocalcina mediante RT-PCR tras el tratamiento
de las células osteoblasticas con particulas de polietileno < 30 pum.

Para asegurar que las condiciones de amplificacion eran submaéximas y no habia
saturacion de la sefial, realizamos dos curvas de titulaciéon a partir del ARN total
procedente de cinco cultivos primarios de OB humanos. El ARN utilizado para una de
las curvas procedia de un pool de los cinco cultivos tratados con polietileno en ausencia
de 1,25(OH),;D; y el ARN utilizado para la otra curva procedia de un segundo pool de
los mismos cinco cultivos tratados con polietileno y 10 nM de 1,25(OH),Ds. Se hicieron
las respectivas curvas de titulacién que nos sirvieron para conocer el rango lineal en el
que no existe saturacidn de la sefial. Se utilizé 1 ng de ARN total tanto para los cultivos
no estimulados (Fig. 26 A) como para los estimulados con 1,25(OH),D; (Fig. 26 B). Sin
embargo, en algunos cultivos estimulados el sistema de amplificacién se saturaba, por
ello, la cantidad de ARN total afiadida a la mezcla de reaccién fue de 0.1 ng en todos los
cultivos estimulados. En los cultivos basales se comprobd que 0.1 ng de ARN total era
una cantidad insuficiente ya que no se obtenia sefial, asi la cantidad utilizada en este
caso fue de 1 ng. Al igual que para la osteocalcina, se realizd una curva de titulaciéon
para conocer la cantidad de ARN total necesario para amplificar el gen de la GAPDH,
que sera utilizado como control constitutivo. Los resultados optimos se obtuvieron con

1 ng en todos los cultivos (Fig. 26 C).
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Fig. 26. Curvas de titulacién para la osteocalcina (A y B) y para la GAPDH (C). La expresion de
estos genes fue determinada mediante RT-PCR semicuantitativa en un pool de OB humanos de cinco
cultivos primarios tratados con particulas de polietileno en ausencia (Basal) (A) y estimulados con 10 nM
1,25(0H),D; (Vit D -8) (B).
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La adicion de 1,25(OH),D; increment6 la expresion de osteocalcina en los cultivos
control y en los tratados con polietileno < 30 um (Fig. 27). Se observo que las particulas
de polietileno incrementaron la expresion de osteocalcina basal y tras la estimulacion

con 1,25(OH),Ds, respecto a los cultivos no tratados (Fig. 27).
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Fig. 27. Efecto de las particulas de polietileno < 30 pum sobre la expresién de osteocalcina basal y
en respuesta a 1,25(OH),Ds;. La expresion de osteocalcina fue determinada por RT-PCR
semicuantitativa en OB humanos procedentes de 7 cultivos primarios, en ausencia (Basal) y en presencia
de 10 nM 1,25(OH),D; (Vit D -8 ) en cultivos no tratados (Control) y en cultivos tratados con particulas
de polietileno < 30 um. Gel representativo de un cultivo. Los resultados se expresan como la media + ES.
*p<0.05, respecto a los cultivos control.

#p<0.05, respecto a los cultivos en situacion basal.

8. EFECTOS DE LAS PARTICULAS DE POLIETILENO Y ALUMINA EN LA
SINTESIS DE IL-6 EN OB HUMANOS EN CULTIVO PRIMARIO

e Efecto de las particulas de polietileno y alimina < 5 um en la expresién de IL-6 en

células osteoblasticas humanas

Para asegurar condiciones de amplificacion submaximas en la RT-PCR, realizamos

curvas de titulacion de cantidades de ARNm pertenecientes a OB procedentes de tres
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cultivos primarios, sin tratar con particulas de polietileno (Control) y tratados durante

24 horas con 50 mg/pocillo de particulas de polietileno.
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Fig. 28. Titulacién de la expresion del gen de la IL-6. La expresion de la IL-6 fue determinada
mediante RT-PCR semicuantitativa en tres cultivos primarios de OB humanos no tratados (Control) o
tratados con 50 mg/pocillo de particulas de polietileno durante 24 horas en medio libre de suero. Gel
representativo perteneciente al ARNm de la IL-6 de un cultivo.

La Fig. 28 muestra que con 50 ng de ARN total no existe saturacion de la sefial del
ARNm de la IL-6, ni en los cultivos control, no tratados, ni tras la incubacién con
polietileno. Asi pues, los experimentos posteriores de expresion de IL-6 se realizaron
con 50 ng de ARN total tanto en los cultivos control, como en los incubados con
particulas de polietileno o de alimina. Ademas se coamplifico el gen constitutivo de la

GAPDH, que se utilizé como control a partir de 1 ng de ARN total (apartado 6).
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Fig. 29. Efecto de diferentes dosis de particulas de polietileno y aliimina en la expresion de IL-6.
La expresion de IL-6 fue determinada por RT-PCR semicuantitativa en tres cultivos primarios de OB

humanos no tratados (Control) o tratados con particulas de polietileno (A1) o con particulas de alimina
(B1) desde 1 hasta 100 mg/pocillo durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan

como la media + ES del cociente entre los cultivos tratados (T) y los cultivos control (C) no tratados,
corregidos por sus correspondientes valores de GAPDH. Gel representativo perteneciente al ARNm de la
IL-6 de un cultivo tratado con polietileno (A2) y con alumina (B2).

*p<0.05, respecto al Control.

#p<0.05, respecto a 10 mg/pocillo.

La incubacion de las células osteobldsticas con concentraciones crecientes de
particulas de polietileno (Fig. 29 A) o alimina (Fig. 29 B) comprendidas entre 1 y 100

mg/pocillo, produjo un incremento en la expresion de IL-6 con respecto al Control,
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comenzando a la dosis de 10 mg/pocillo. Se alcanzdé el valor maximo con la
concentracion de 50 mg/pocillo, con ambos biomateriales, manteniéndose estable.
Posteriormente, se estudio el efecto de la composicion a la dosis de 50 mg/pocillo,
utilizando nueve cultivos primarios de OB humanos tratados con polietileno y otros seis
tratados con alimina. Observamos que la expresion de IL-6 fue mayor después de la

adicion de las particulas de polietileno que tras la adicion de las particulas de alimina

(Fig. 30).
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Fig. 30. Efecto de la composicién de la particula, polietileno o alimina, en la expresién de IL-6. La
expresion de IL-6 fue determinada por RT-PCR semicuantitativa en OB humanos en cultivo primario no
tratados (Control) y tratados con 50 mg/pocillo de particulas de polietileno (n = 9), o con 50 mg/pocillo
de particulas de alimina (n = 6), durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan
como la media + ES del cociente entre los cultivos tratados (T) y los cultivos control (C) no tratados,
corregidos por sus correspondientes valores de GAPDH. Gel representativo perteneciente al ARNm de la
IL-6 de un cultivo control o tratado con polietileno o alimina.

*p<0.05, respecto al Control.

&p<0.05, Alimina respecto a Polietileno.
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o Efecto de las particulas de polietileno y alimina < 5 um en la secrecién de IL-6 en

células osteoblasticas humanas

La secrecion de IL-6 fue determinada en el medio condicionado de los cultivos
utilizados previamente para determinar la expresion génica. La incubacion de las células
osteoblasticas con concentraciones crecientes de particulas de polietileno produjo un
incremento en la secrecion de IL-6 respecto al control, comenzando con la dosis de 10
mg/pocillo y alcanzédndose el valor maximo a la dosis de 50 mg/pocillo (Fig. 31 A). En
el caso de la alimina, con 10 mg/pocillo también aument6 la secrecion de IL-6, siendo

ésta la dosis de maxima respuesta (Fig. 31 B).
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Fig. 31. Efecto de diferentes dosis de particulas de polietileno y de aliimina en la secrecién de
IL-6. La secreci6on de IL-6 fue determinada en el medio celular condicionado de tres cultivos primarios de
OB humanos no tratados (Control) y tratados con particulas de polietileno (A) o con particulas de alimina
(B) desde 1 hasta 100 mg/pocillo, durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan
como la media + ES del cociente entre los cultivos tratados (T) y los cultivos control (C) no tratados.
*p<0.05, respecto al Control.

#p<0.05, respecto a 10 mg/pocillo.

Los efectos de 10 mg/pocillo y 50 mg/pocillo fueron estudiados utilizando nueve
cultivos primarios de OB humanos tratados con polietileno y otros seis tratados con

alumina. La Fig. 32 A muestra que 10 mg/pocillo de particulas de alimina inducen una
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mayor secrecion de IL-6 que la misma dosis de particulas de polietileno (Fig. 32 A). Por
el contrario, con la dosis de 50 mg/pocillo, el polietileno indujo mayor secrecién de

IL-6 de las células osteoblasticas que la alimina (Fig. 32 B).
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Fig. 32. Efecto de la composicién de la particula, polietileno o alimina, en la secrecién de IL-6. La
secrecion de IL-6 fue determinada en el medio celular condicionado de OB humanos en cultivo primario
no tratados (Control) y tratados con 10 mg/pocillo (A) o con 50 mg/pocillo (B) de particulas de
polietileno (n = 9) o de particulas de alumina (n = 6), durante 24 horas en medio libre de suero. Los
resultados se expresan como la media * ES del cociente entre los cultivos tratados (T) y los cultivos
control (C) no tratados.

*p<0.05, respecto al Control.

&p<0.05, alumina respecto a polietileno.
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9. EFECTOS DE LAS PARTICULAS DE ALUMINA < 5 um SOBRE LA
SECRECION DE VARIAS CITOQUINAS EN EL COCULTIVO OB HUMANO -
MACROFAGO DE RATON

e Determinacién de la dosis que produce la maxima liberacién de citoquinas

» Secrecion de TNF-« por los macrofagos murinos

Los macréfagos fueron incubados con distintas dosis de particulas de aliimina desde
1 hasta 100 mg/pocillo, incrementdndose los niveles de TNF-a hasta un valor maximo

respecto a la situacion basal, cuando se afiadieron particulas a una concentracién de 50

mg/pocillo (Fig. 33).
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Fig. 33. Efecto de la concentracién de las particulas de alimina en la secrecién de TNF-a por los
macréfagos J774. La secrecion de TNF-a fue determinada en el medio celular condicionado de los
macrofagos no tratados (mac) y tratados con particulas de alimina (mac+al) desde 1 hasta 100
mg/pocillo, durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan como la media + ES
(n=3).

*p<0.05, respecto a mac.
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» Secrecion de GM-CSF por los OB humanos

La incubacion de OB y macréfagos con dosis de particulas de alumina
comprendidas entre 1 y 100 mg/pocillo increment6 la liberaciéon de GM-CSF desde la
concentracion de 10 mg/pocillo. Sin embargo, con la dosis de 50 mg/pocillo se produjo

la maxima estimulacion (Fig. 34).

SECRECION DE GM-CSF humano
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Fig. 34. Efecto de la concentracién de las particulas de alimina en la secrecién de GM-CSF por
los OB humanos en cocultivo con macréfagos J774. La secrecion de GM-CSF fue determinada en el
medio celular condicionado de los OB en cocultivo con macréfagos no tratados (ob+mac) y tratados con
particulas de alumina (ob+mac+al) desde 1 hasta 100 mg/pocillo, durante 24 horas en medio libre de
suero. Los resultados se expresan como la media = ES (n = 3).

*p<0.05, respecto a ob+mac.

#p<0.05, respecto a la dosis de 10 mg/pocillo.

» Secrecion de IL-6 por los OB humanos

El tratamiento de OB y macréfagos con las distintas dosis de particulas de alumina
indujo un aumento en la secrecion de IL-6 que comenzd a ser significativo con la dosis
de 10 mg/pocillo y que fue maximo a la dosis de 50 mg/pocillo, comparado con el

sistema de cocultivo en ausencia de particulas (Fig. 35).
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SECRECION DE IL-6 humana
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Fig. 35. Efecto de la concentracién de las particulas de alimina en la secrecién de IL-6 por los OB
humaneos en cocultive con macréfagos J774. La secrecion de IL-6 fue determinada en el medio celular
condicionado de los ob en cocultivo con macréfagos no tratados (ob+mac) y tratados con particulas de
alimina (ob+mac+al) desde 1 hasta 100 mg/pocillo, durante 24 horas en medio libre de suero. Los
resultados se expresan como la media + ES (n = 3).

*p<0.05, respecto a ob+mac.

#p<0.05, respecto a la dosis de 10 mg/pocillo.

e Secrecion de citoguinas en el cocultivo de OB y macrofagos tratados o no con 50

mg/pocillo de particulas de alimina

a) Liberacion de mediadores por los macréfagos

» Secrecion de TNF-o. murino

Las particulas de alimina estimularon la secrecion de TNF-o respecto a los
macrofagos en ausencia de particulas (Fig. 36).

La produccién de TNF-a por los macréfagos en el sistema macréfago-OB fue
menor que en los macrofagos aislados (Fig. 36). La adicion de particulas de alimina al
cocultivo macr6fago-OB, indujo un aumento en la liberacion de TNF-q, respecto al
sistema de cocultivo en ausencia de particulas. Sin embargo, los niveles de TNF-a en
dicho cocultivo con particulas fueron menores a los observados en los macrofagos

aislados incubados con particulas (Fig. 36).
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Fig. 36. Efecto de las particulas de alimina sobre macréfagos J774 aislados y en cocultivo con OB
humanos en la secrecion de TNF-o. La secrecion de TNF-o por los macréfagos fue determinada en el
medio celular condicionado de los macréfagos aislados (mac) y en cocultivo con OB (mac+ob) no
tratados, asi como tras el tratamiento con 50 mg/pocillo de particulas de alimina en ambos grupos,
mac-+al (50) y mactob+al (50), durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan
como la media = ES (n = 6).

*p<0.05, respecto a mac.

#p<0.05, respecto a mac+ob.

&p<0.05, respecto a mac y mac+al (50).

» Secrecion de IL-6 murina

La exposicién de los macréfagos a particulas de alumina no afectd la liberacion de
IL-6 (Fig. 37).

Los macréfagos en cocultivo con OB en ausencia de particulas liberaron mas IL-6
que los macréfégos no expuestos (Fig. 37). La incubaciéon de macréfagos y OB en el
cocultivo con particulas, produjo igualmente un aumento en los niveles de IL-6
comparados con los de las células en el cocultivo y con los macréfagos tratados o no

tratados con particulas de alimina (Fig. 37).
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SECRECION DE IL-6 murina
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Fig. 37. Efecto de las particulas de alimina sobre macréfagos J774 aislados y en cocultivo con OB
humanos en la secrecién de IL-6. La secrecion de IL-6 por los macréfagos fue determinada en el medio
celular condicionado de los macrofagos aislados (mac) y en cocultivo con OB (mac+ob) no tratados, asi
como tras el tratamiento con 50 mg/pocillo de particulas de alumina en ambos grupos, mac+al (50) y
ob+mac+al (50), durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan como la media +
ES (n=6).

#p<0.05, respecto a mac+ob.

&p<0.05, respecto a mac y mac+al (50).

b) Liberacion de mediadores por los OB

» Secrecion de GM-CSF

La liberacion de GM-CSF aument6 en OB expuestos a 50 mg/pocillo de particulas
de alimina (Fig. 38).

Los OB en cocultivo con macrofagos no tratados con particulas liberaron mas GM-
CSF que los OB aislados (Fig. 38). La adicién de particulas de alumina al sistema de
cocultivo indujo una mayor secrecion de GM-CSF por los OB que la producida en el

resto de los grupos (Fig. 38).
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Fig. 38. Efecto de las particulas de alimina sobre OB humanos aislados y en cocultivo con
macréfagos J774 en la secrecién de GM-CSF. La secreciéon de GM-CSF por los OB fue determinada en
el medio celular condicionado de los OB aislados (ob) y en cocultivo con macréfagos (ob+mac) no
tratados, asi como tras el tratamiento con 50 mg/pocillo de particulas de alimina en ambos grupos, ob-+al
(50) y ob+mac+al (50), durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan como la
media £ ES (n=6).

*p<0.05, respecto a ob.

#p<0.0S, respecto a ob+mac.

&p<0.085, respecto a ob y ob+al(50).

» Secrecion de IL-6 humana

Los niveles de IL-6 en los medios celulares condicionados de OB incubados con
particulas de alimina, aumentaron con respecto a los OB aislados (Fig. 39).

En el cocultivo OB-macroéfago la secrecion de IL-6 fue mas elevada que en los OB
tratados o no tratados con particulas de alimina (Fig. 39). La incubacion del sistema de
cocultivo con alimina indujo en los OB un incremento en la secrecion de IL-6, que fue

mayor comparada con el resto de los grupos (Fig. 39).
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SECRECION DE IL-6 humana
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Fig. 39. Efecto de las particulas de alimina sobre OB humanos aislados y en cocultivo con
macroéfagos J774 en la secrecion de 1L-6. La secrecion de 1L-6 por los OB fue determinada en el medio
celular condicionado de los OB aislados (ob) y en cocultivo con macrofagos (ob+mac) no tratados, asi
como tras el tratamiento con 50 mg/pocillo de particulas de alimina en ambos grupos, ob+al (50) y
ob+mac+al (50), durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan como la media
ES (n=6).

*p<0.05, respecto a ob.

#p<0.05, respecto a ob+mac.

&p<0.05, respecto a ob y ob+al (50).

e Expresion de IL-6 en el cocultivo de OB v macroéfagos tratados o no tratados con 50

mg/pocillo de particulas de alimina

Se realizaron curvas de titulacién de cantidades de ARNm pertenecientes a OB
procedentes de tres cultivos primarios tratados o no tratados con particulas de alumina
(apartado 8). Se observd que la cantidad de 50 ng de ARN total no producia saturacion
de la sefial, siendo por tanto adecuada para realizar la RT-PCR (Fig. 28). Sin embargo,
en el sistema de cocultivo OB-macro6fago, las curvas de titulacion realizadas utilizando
ARN total procedente de tres cultivos primarios de OB, mostraron que con 50 ng de
ARN se produce saturacion de la sefial y que la cantidad éptima en este sistema de
cocultivo, tanto en ausencia como en presencia de particulas era 0,5 ng de ARN
(Fig. 40). Esta circunstancia indica, de partida, que los OB y macréfagos en cocultivo

expresan mas IL-6 que los OB aislados.
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Fig. 40. Titulacién de la expresion del gen de la IL-6 en OB humanos en cocultivo con macréfagos
J774. La expresion del gen de la IL-6 fue determinada mediante RT-PCR semicuantitativa de células
osteoblasticas humanas en cocultivo con macroéfagos tratadas con 50 mg/pocillo de particulas de alimina,
durante 24 horas en medio libre de suero. Gel representativo correspondiente al ARNm de la IL-6 de un

cultivo. (n= 3).

Tal y como se observd en el apartado 8 las particulas de alimina inducen un
incremento en la expresion de IL-6 en células osteoblasticas humanas en cultivo
primario (Fig. 41 A). En el cocultivo de OB y macréfagos se produjo un gran
incremento en la expresion de IL-6 con respecto a los OB aislados, tanto tratados como
no tratados con particulas (Fig. 41 B). Ademas la adicion de particulas de alimina al
cocultivo increment6 aiin mas la expresion de IL-6, obteniéndose valores mas altos que

en el resto de las situaciones [Fig. 41 (A, B)].
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Fig. 41. Efecto de las particulas de alimina sobre OB humanos aislados y en cocultivo con
macréfagos J774 en la expresion de IL-6. La expresion de IL-6 por los OB fue determinada mediante
RT-PCR semicuantitativa de los OB aislados (ob) y en cocultivo con macréfagos (ob+mac) no tratados,
asi como tras el tratamiento con 50 mg/pocillo de particulas de alimina en ambos grupos, ob-+al (50) y
ob+mac-+al (50), durante 24 horas en medio libre de suero. Los resultados se expresan como la media +
ES (n = 6), y estan corregidos por los valores correspondientes de GAPDH.

*p<0.05, respecto a ob.

#p<0.05, respecto a ob+mac.

&p<0.05, respecto a ob y ob+al(50). Nota'

Nota': Se ha tenido en consideracion que la cantidad de ARN total utilizada para amplificar el gen de la
IL-6 en el cocultivo era de 0,5 ng, mientras que el los OB aislados la cantidad utilizada fue de 50 ng (100
veces mayor), ya que no se hayé una cantidad de ARN total comin para ambas situaciones que
proporcionara una amplificacién subméaxima.
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e Efecto del TNF-o murino exdgeno en la secrecion de IL-6 humana

El tratamiento con TNF-at murino exégeno no modificé la secrecién de IL-6 en OB
humanos en cultivo primario. Sin embargo, la secreciéon de IL-6 aumentdé en estos

cultivos al tratarlos con particulas de alumina (Fig. 42).
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Fig. 42. Efecto del TNF-o. murino exégeno en la secrecion de 1L-6 humana. La secrecion de IL-6 fue
determinada en el medio celular condicionado de tres cultivos primarios de OB humanos no tratados
(Control) y tratados con 300 pg/mL TNF-a. o con 50 mg/pocillo de particulas de alimina, durante 24
horas en medio libre de suero.
*p<0.05, respecto al Control.
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DISCUSION

1. CULTIVO PRIMARIO DE OB HUMANOS

1.1. Dificultades para su realizacion

Los cultivos de OB humanos son utiles para evaluar la biocompatiblidad de los
biomateriales tanto en forma de particula como de bloque [163,185]. Para tal fin se han
utilizado células osteblasticas humanas, de ratén, de rata, o células transformadas (lineas
celulares de osteosarcoma, como MG-63, SaOS-2, HOS, MC3T3...).

En el presente estudio utilizamos cultivos primarios de células osteoblésticas
humanas procedentes de hueso trabecular, para cuya realizacién se han debido superar
una serie de obstaculos. Primero, el crecimiento de nuestros cultivos era muy lento con
las consiguientes dificultades técnicas para la supervivencia de las células en cultivo y
para la obtencion del material celular suficiente para realizar los experimentos.
Segundo, la superficie Osea trabecular estd en contacto con la médula 6sea con la
posibilidad de contaminacién con células de dicha médula, especialmente fibroblastos.
Por tltimo, las células en cultivo primario eran utilizadas en los primeros pases debido a

la pérdida de las caracteristicas osteoblasticas con los pases sucesivos.

1.2. Caracterizacion de los cultivos de OB humanos

El fenotipo osteblastico se caracteriza por la sintesis de coldgeno tipo I, el
incremento de la fosfatasa alcalina [182] y de la osteocalcina en respuesta a
1,25(OH),D; [186,187] y por la produccion de AMPc tras la estimulaciéon con PTH
[188].

Nuestros resultados muestran que los cultivos primarios de OB humanos utilizados
poseen fenotipo osteoblastico. Sintetizan PICP y sélo el 10 % del coldgeno total es
PIIINP, caracteristico de fibroblastos. Responden a 1,25(OH),D; incrementando la
secrecion de osteocalcina. Ademas, los resultados de la citoquimica muestran que al

tratar las células con dos agentes diferenciadores, 1,25(OH),D; y el TGF-B;, mas del 70
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% de las células son positivas para la fosfatasa alcalina. Resultados similares fueron

obtenidos por Wergedal y col. [182] en muestras de OB humanos.

2. INFLUENCIA DE LAS PARTICULAS DE POLIETILENO, MA 956 Y
ALUMINA SOBRE DIVERSOS MARCADORES DEL FENOTIPO
OSTEOBLASTICO. INFLUENCIA DEL TAMANO DE PARTICULA.

Los resultados del presente estudio indican que las células osteoblasticas humanas
en cultivo primario responden directamente a las particulas de polietileno, de la aleacion
MA 956 y de alimina y esta respuesta es dependiente de la composicion y del tamafio
de las mismas.

La reacciéon del tejido 6seo a las particulas de biomaterial es compleja y el
mecanismo que se desencadena no esta completamente aclarado, pero se ha sugerido
que la resorcion 6sea por los OC estd incrementada [42] y la formacién 6sea por los OB
disminuida [170]. Aunque el mayor impacto de las particulas se refleja en la resorcién,
Kadoya y col. [134] advierten que las particulas también afectan a la formacion Osea.
Ademads, Goodman y col. [170] mostraron que las particulas de polietileno y las de Co-
Cr disminuian la formacién neta de hueso en un modelo in vivo en conejos. Numerosos
estudios in vitro, [133,157-167], sugieren que el estudio de las modificaciones de la
funcion osteoblastica en presencia de las particulas de varios biomateriales protésicos y
en OB de diversos origenes no es desdefiable, ya que puede proporcionar informacion
basica a la hora de comprender el fenémeno osteolitico.

Sin embargo, hasta el momento no habia sido estudiado el efecto de las particulas de
polietileno y de alumina, ni la influencia del tamafio de las mismas, en el fenotipo de
células osteoblasticas en cultivo primario.

El polietileno ha sido considerado uno de los principales causantes del fracaso
protésico asociado al aflojamiento aséptico [39-42,131,132], y las cerdmicas son
consideradas casi inertes, pero se sabe muy poco de su efecto en la respuesta de
macréfagos y OB. Estudios previos, evaluando membranas periprotésicas retiradas en el
momento de la revision de protesis de cadera, revelaron que el par ceramica-ceramica
generaba menos particulas y una reaccion inflamatoria menos intensa que el par metal-

polietileno [189]. Estudios in vivo han demostrado que la reaccion del tejido es mas
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severa frente a particulas de polietileno y Co-Cr que frente a particulas de alimina
[171]. Otros trabajos han estudiado los cambios morfologicos y de actividad
osteoblastica sobre superficies de alimina y han demostrado un alto grado de
citocompatibilidad [190,191]. Por otra parte, el efecto de las particulas de alimina sobre
la estimulaciéon de linfocitos o macrofagos es menor comparado con otras particulas
como titanio, acero inoxidable o polietileno [183,192]. Se ha comprobado también que
las particulas de alimina inhiben el crecimiento fibroblastico, pero esta inhibicion es
menor que la producida por las particulas de acero inoxidable [193]. Ademas se ha
demostrado que las particulas de alumina son capaces de inducir apoptosis en igual
medida que las de polietileno en macréfagos [194].

El estudio de las posibles alteraciones en la proliferacion celular como respuesta a la
presencia de biomateriales, bien en forma de bloque o de particula, permite la
evaluacion de la citocompatibilidad basal, relacionada con funciones celulares comunes.

Nuestros resultados, utilizando contaje celular, muestran que las particulas de
polietileno de los dos tamafios estudiados, < 80 um y < 160 pum, inhiben el crecimiento
celular osteoblastico y las particulas de menor tamaiio son las que producen un efecto
mayor. Sin embargo, en el caso de las particulas de alumina, sélo las de tamafio
< 80 um inhibieron el crecimiento celular. Este efecto se produjo en menor grado que el
producido por las particulas de polietileno del mismo tamafio.

La disminucién en la proliferaciéon observada en este trabajo ha sido también
descrita por otros autores utilizando distintos biomateriales y células osteoblasticas de
distintos origenes [158,161,163]. Zambonin y col. [158], exponiendo c¢lulas
osteoblasticas humanas procedentes de hueso trabecular a particulas de PMMA
observaron un descenso en el crecimiento celular. Particulas ceramicas como las de
hidroxiapatita y fosfato tricalcico, causaron un efecto inhibitorio similar en OB
procedentes de calvaria de rata [163]. Los mismos autores, en un estudio posterior,
mostraron que las particulas de hidroxiapatita inducian una disminucion significativa en
la poblacidn osteoblastica [161], siendo las particulas mas pequeiias las que producian
un mayor descenso en la proliferacion celular. Por otra parte, también apoyando
nuestros resultados, Anderson y col. [195] han observado una inhibiciéon en el
crecimiento de OB humanos en cultivo primario al ser incubados con fluido sinovial de

pacientes con implantes aflojados de cadera.
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Sin embargo, en contraste con nuestras observaciones, otros autores no han
encontrado cambios en la proliferacion celular al investigar la biocompatibilidad in vitro
de determinados materiales y otros incluso han observado incrementos en dicha
proliferacion celular [133,160,162,164]. Yao y col. [160] no encontraron variaciones en
la poblacién celular después del tratamiento de las células osteobldsticas humanas
MG63 con particulas de Ti. Por el contrario, un trabajo reciente [162] utilizando las
células MG63, indica que las particulas de Ti, TiAlV y Co-Cr inducen un incremento en
el nimero de células y, ademds este efecto es dependiente de la composicion. Dean y
col. han observado los mismos efectos al exponer las mismas células a particulas de
polietileno, bien comercial [164] o retirado del tejido membranoso de proétesis aflojadas
[133]. Estos incrementos en la proliferacion celular después de someter a las células a
tratamiento con particulas de polietileno discrepan con nuestros resultados, ya que
nuestros experimentos muestran descensos en la poblacién celular como consecuencia
de la exposicién de las células a dichas particulas. Estas diferencias podrian deberse a
que estos autores utilizan una linea celular, que por ser células transformadas, podrian
tener respuestas alteradas. En nuestro estudio utilizamos OB humanos en cultivo
primario, células no transformadas, en los que cualquier respuesta observada puede ser
atribuida al fenotipo de estas células. Asimismo, las diferencias observadas también
podrian deberse al distinto tamafio de las particulas ensayadas en ambos trabajos.

Otros investigadores han estudiado la proliferacién de las células osteoblasticas
sobre las superficies de los biomateriales encontrandose distintos efectos [26,191,196].
En concordancia con nuestros resultados Hott y col. [26] han demostrado descensos en
la proliferacion celular al estudiar el comportamiento de las células osteoblasticas
humanas procedentes de hueso trabecular sobre hidroxiapatita.

Por el contrario, los vidrios bioactivos son capaces de estimular la poblacién celular
osteoblastica humana procedente de hueso trabecular, no asi otras superficies como Ti o
poliestireno [196]. Otros autores han encontrado aumentos en la proliferaciéon de OB
alveolares sobre superficies de alimina, contrariamente a lo que sucede sobre
superficies de Ti [191].

Dado que la formacién 6sea depende en gran parte del nimero de OB [197] y que el
numero de OB es dependiente, naturalmente, de la proliferacion celular [198], nuestros

resultados sugieren una posible disminucién de la formacién de hueso en presencia de
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particulas de polietileno, y en menor grado, en presencia de particulas de alumina. Se
advierte igualmente una mayor biocompatibilidad de la alimina frente al polietileno, ya
que la primera es mejor tolerada por los OB en términos de proliferacion celuiar.

Evaluamos también la citocompatibilidad especifica, que se relaciona con funciones
caracteristicas del fenotipo celular osteoblastico: producciéon de PICP, fosfatasa alcalina
y osteocalcina.

En este trabajo se demuestra que la secrecion de PICP disminuye en presencia de los
tres biomateriales estudiados. El PICP es uno de los dos propéptidos terminales (N-
terminal y C-terminal) presentes en ambos extremos de la molécula de procolageno
sintetizada durante el paso intracelular de la produccion de colageno tipo I por los OB.
El siguiente paso extracelular convierte el procolageno en coldgeno, después de liberar
los propéptidos terminales. El PICP es pues un indice valido de la capacidad del OB
para construir matriz 6sea [178]. Los niveles de PICP disminuyen en el medio
condicionado cuando las células son expuestas a las particulas de polietileno mas
pequefias, < 30 um, de forma independiente de la presencia de 1,25(OH),Ds. Las
particulas de MA 956 y de alimina también disminuyeron la secrecion de PICP, en
ausencia de 1,25(OH),;D;, y las particulas de la aleacién méas pequefias, < 10 pm,
produjeron un efecto mas acusado.

Las hormonas calciotropicas como el 1,25(OH),D; desempefian un importante papel
en la funcién osteoblastica. Los datos sobre el efecto del 1,25(OH),Ds en la secrecion de
PICP por las células osteoblasticas son contradictorios. Mientras que algunos autores
muestran una disminucion [199], otros no han detectado cambios [200] e incluso otros
han encontrado aumentos en la secrecién del PICP tras la adicion de esta hormona
[201]. Los niveles de PICP en los cultivos control pertenecientes a la serie del
polietileno y a la serie de la alimina disminuyen después de la adicién de 1,25(OH),D;.
Es probable que los resultados de los cultivos control en la serie del MA 956 difieran de
los obtenidos en la serie del polietileno y de la alimina porque los experimentos se
desarrollaron en cultivos primarios procedentes de diferentes pacientes y no en lineas
celulares estandarizadas.

Los resultados del presente trabajo estdn de acuerdo con los de otros autores que
muestran que las particulas de distinto tamafio y composicion inhiben la produccion de

colageno en células osteoblasticas humanas [158,159,164,165]. Allen y col. [159] han
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demostrado un efecto inhibitorio de las particulas de Co sobre la produccién de
colageno tipo I en dos lineas celulares de OB humanos (MG63 y Sa0OS-2). Particulas de
PMMA inhibieron la sintesis de colageno en células osteoblasticas humanas en cultivo
primario [158]. Dean y col. [133,164] describieron una disminucion en la produccién de
PICP al exponer las células MG63 a particulas de polietileno. Ademas, particulas de Ti
de tamafio no fagocitable disminuyen la expresion del gen del colageno en células
MG63 y en OB humanos en cultivo primario, lo cual sugiere que la sefializacion celular
puede tener lugar independientemente del proceso de fagocitosis [165].

En cuanto al estudio de la produccion de coldgeno sobre las superficies de
biomateriales en forma de bloque se han obtenido distintos resultados [26,185,202].
Puleo y col. [202] demostraron que la sintesis de colageno en OB de calvaria de rata era
parecida en todos los materiales examinados: acero inoxidable, TiAlV, CoCrMo,
PMMA, hidroxiapatita, vidrio borosilicato y poliestireno. Hott y col. [26] demostraron
un aumento en la produccion de colageno por células osteoblasticas humanas
procedentes de hueso trabecular sobre hidroxiapatita. Ademas, se ha demostrado en
células MG-63 que la rugosidad de la superficie, aparte de la composicidn, puede
disminuir la sintesis de colageno. Dicha sintesis es menor en superficies lisas que en
rugosas y en TiAlV menor que en Ti para una rugosidad dada [185].

La disminucion en la produccién de PICP observada en el presente estudio de forma
dependiente del tamafio de la particula, podria inducir una disminucién en la produccioén
de matriz dsea que contribuiria a una formacién reducida de hueso.

Los niveles de fosfatasa alcalina no cambiaron después del tratamiento con
polietileno, ni tras la adicién de 1,25(OH),D;. Por el contrario, un estudio previo [157]
evidencid un aumento significativo de la actividad de la fosfatasa alcalina después del
tratamiento con polietileno y de la adiciéon de 1,25(OH);D;. Casi todos los autores
coinciden en que la fosfatasa alcalina se incrementa con el 1,25(OH),Ds [201,203]. Sin
embargo, nuestros resultados son cosistentes con otras publicaciones [204,205] que
muestran que los cambios en los niveles de fosfatasa alcalina depués del tratamiento con
1,25(OH), D5 estan relacionados con los niveles basales de actividad de la enzima. Asi,
los niveles basales de fosfatasa alcalina del estudio previo [157] eran menores a los
encontrados en este trabajo, debido probablemente a diferencias en los estadios de

maduracidn de los OB humanos.
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En cuanto a las particulas de MA 956 y de alimina, s6lo las de alumina < 10 wm
indujeron un descenso en los niveles de fosfatasa alcalina, tanto en los cultivos tratados
como en los no tratados con 1,25(OH),Ds. Este descenso en la produccion de fosfatasa
alcalina podria relacionarse con una disminucion de la actividad osteoblastica. Otros
autores han encontrado un efecto inhibitorio similar al observado en el presente trabajo
con otros biomateriales y tipos celulares osteoblésticos diversos [133,159,162,164]. Asi,
Allen y col. [159] incubando particulas de Cr y de Co con células MG63 y SaOS-2,
observaron descensos en este marcador osteoblastico. Las particulas de Ti, TiAlV y Co-
Cr también inducen una disminucion en la actividad de la fosfatasa alcalina en MG63,
dependiendo de la composicion quimica de las particulas [162]. Dean y col. [133,164]
al exponer MG63 a particulas de polietileno han mostrado descensos en la actividad de
la fosfatasa alcalina, relacionandolos con una menor diferenciacion celular.

Otros autores han investigado los cambios en la produccién de fosfatasa alcalina por
células osteoblasticas sobre varios biomateriales encontrandose distintos efectos
[185,191,206]. Vrouwenvelder y col. [206] han demostrado un incremento en la
produccion de fosfatasa alcalina en OB de rata en contacto con vidrio bioactivo. Sin
embargo, otros biomateriales como la hidroxiapatita, la aleacion de Ti y el acero
inoxidable no modifican esta enzima en dichas células [206]. Se ha demostrado que la
alimina no modifica la actividad de la fosfatasa alcalina en OB alveolares; por el
contrario, el Ti, produce un descenso [191]. Por otra parte, la rugosidad de la superficie
afecta a la fosfatasa alcalina produciendo un efecto estimulador en MG-63, mostrandose
ademas, una mayor actividad enzimatica en Ti que en TiAlV para una rugosidad dada
[185].

Los resultados del presente estudio muestran que la secrecidon de osteocalcina, el
ultimo de los marcadores del fenotipo osteblastico estudiados, increment6 en todos los
casos después de la adicion de 1,25(OH),D;. En condiciones basales la produccion de
esta proteina es baja en OB humanos, pero puede aumentar varias veces tras la
estimulacién con 1,25(OH),;Ds. En nuestro estudio este incremento fue mayor en las
c¢lulas tratadas con particulas de polietileno < 30 um. Ademas, los niveles de expresion
del ARNm de la osteocalcina también aumentaron cuando las células fueron expuestas a
las particulas de polietileno < 30 wum, independientemente de la presencia de

1,25(0H),Ds.
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Sin embargo, el incremento en la secrecion después de la adicion de 1,25(OH),;D;
fue menor en las células expuestas a particulas de MA 956 < 10 um que en el grupo
control. Se observd la misma tendencia con las particulas de MA 956 < 80 um y con las
de alimina de ambos tamafios.

Aunque la osteocalcina es la proteina no colagena mas abundante en el hueso, su
papel en la fisiologia 6sea no se conoce con exactitud. Recientes estudios realizados por
Ducy y col. [207] han demostrado que ratones transgénicos deficientes en osteocalcina
tienen un defecto en la formacién, dando lugar a un aumento del grosor del hueso
cortical sin afectar a la resorcion 6sea ni a la mineralizacion. Este estudio sugiere que la
osteocalcina funciona como un inhibidor fisiolégico de la formacidn dsea. Sin embargo,
otros estudios muestran que la osteocalcina actia como un quimioatractante para los
progenitores de los OC hacia las superficies 6seas, estimulando la resorcién [208,209].
De hecho, la resorcion de fragmentos oOseos deficientes en osteocalcina es
aproximadamente la mitad de la de fragmentos con un contenido normal de osteocalcina
[208]. Estos datos sugieren que la osteocalcina podria actuar como una sefial para la
resorciéon. Por tanto, el incremento en la secrecidn y expresiéon de osteocalcina
observada en el presente trabajo depués de la adicién de particulas de polietileno podria
estar implicada en el proceso osteolitico, tal y como ya ha sido propuesto en un trabajo
previo [157].

En este sentido, se ha demostrado que las particulas de PMMA incrementan la
secrecion de osteocalcina en las células osteoblasticas [158]. Sin embargo, Dean y col.
[164] observaron en MG-63 que las particulas comerciales de polietileno no afectaban a
la secrecion de osteocalcina, mientras que las retiradas del tejido membranoso de
protesis aflojadas inducian un descenso en dicha secrecion [133]. Esto contrasta con los
efectos observados en este trabajo en relacion a las particulas de polietileno, pero estas
diferencias pueden ser debidas al tipo de células utilizadas o al tamatfio de las particulas.

Los resultados obtenidos en la secrecién de osteocalcina con las particulas de
MA 956 y de alumina difieren de los obtenidos para el polietileno. El menor incremento
en la secrecion de osteocalcina en los cultivos incubados con particulas de MA 956
< 10 pm y tratados con 1,25(OH),D;, con respecto a los controles, sugiere una
disminucion de la actividad osteoblastica, al igual que ocurria con los otros marcadores

del fenotipo osteoblastico estudiados, en presencia de particulas de MA 956 o de
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alimina. Efectos similares han sido observados por Allen y col. [159], quienes
utilizando particulas de Co-Cr, Cr y Co encontraron una inhibicién en la secrecion de
osteocalcina compatible con una disminucion de la actividad osteoblastica.

Al exponer las células osteoblasticas a la superficie del biomaterial, diversos
trabajos han demostrado aumentos en la secrecion de osteocalcina [185] o niveles
invariables [190]. Se ha descrito [185] un aumento en la secrecién de osteocalcina por
células MG63 sobre Ti rugoso, no asi en TiAlV de igual rugosidad o sobre superfices de
las mismas composiciones pero lisas. Tampoco se han observado cambios en la
secrecion de osteocalcina por células osteoblasticas humanas procedentes de hueso
trabecular al crecer sobre superficies de alumina [190].

En este trabajo se ha demostrado que las particulas de polietileno, las metélicas de la
aleacion MA 956 y las de alumina, dependiendo del tamafio y de la composicion de las
mismas, afectan directamente al fenotipo de los OB humanos en cultivo primario.

Las particulas de polietileno producen un aumento en la diferenciacioén celular al
disminuir la proliferacion y la secrecion de PICP y al aumentar la secrecidon y expresion
de osteocalcina, relacionada con la mineralizacién y la quimiotaxis de precursores
osteoclasticos. Ademas, la activacion de la resorcion y la inhibicion de la proliferacion y
la sintesis de colageno estan influenciadas por el tamafio de particula, siendo las
particulas mas pequeilas las que afectan en mayor medida a la funcién osteoblastica.
Estas particulas pequefias han sido consideradas en multiples trabajos como las
causantes de la osteolisis periprotésica a través de la activaciéon de los macrofagos
[137-148]. Ademas, Horowitz demostréd que uno de los mecanismos por los cuales la
exposicion de particulas a macréfagos conduce a la liberacion de mediadores y al
reclutamiento de OC es dependiente de la presencia de OB [147]. Asi pues, algunos de
los efectos sobre las células dseas pueden ser indirectos, involucrando la produccién de
mediadores inflamatorios por monocitos y macrofagos. Sin embargo, nuestros
resultados indican que la liberacion de osteocalcina por las células osteoblasticas en
presencia de particulas de polietileno podria ser otra via directa que involucraria al OB
en el fendmeno osteolitico.

Por otra parte, hemos observado que las particulas de MA 956 y de alimina pueden

inhibir la actividad osteoblastica y que las mas pequefias producen una mayor
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modificacion de los parametros estudiados. Sin embargo, los efectos de estas particulas
parecen ser menos nocivos que los expuestos para el polietileno.

En resumen, la influencia de las particulas de polietileno y de otros biomateriales
como el PMMA [158] parece tener dos vias: a) la disminucién de la proliferacion y de
la sintesis de colageno, coincidiendo con el efecto observado para las particulas de
MA 956 y de alimina, que podria inducir una inhibicién en la formacioén désea; b) un
incremento de la osteocalcina, que podria .activar el proceso de resorcién dsea. Ambos
efectos podrian causar un desequilibrio en el remodelado 6seo y contribuir a la pérdida
de hueso y osteolisis progresiva.

Sin embargo, el MA 956 y la alimina no aumentan los niveles de osteocalcina, por
lo cual este mecanismo no estaria involucrado en la resorciéon 6sea mediada por la
accion quimiotactica de la osteocalcina.

Podemos concluir en este estudio que el nuevo biomaterial parece tener menos

efectos adversos sobre el fenotipo osteoblastico que otros biomateriales.

3. INFLUENCIA DE LAS PARTICULAS DE POLIETILENO Y DE ALUMINA
SOBRE LA SINTESIS DE IL-6 EN OB HUMANOS

En nuestro estudio observamos que las particulas de polietileno y de alimina son
capaces de estimular la produccién de IL-6 en OB humanos en cultivo primario, siendo
dicho efecto dependiente de la composicién y la concentracion de las particulas.

La IL-6 es una citoquina multifuncional que es sintetizada por distintos tipos de
células [210-214]. En el microambiente 6seo la IL-6 es producida por monocitos,
células estromales derivadas de la médula 6sea, OC y OB. La produccion de IL-6 por
las células osteoblasticas es estimulada por varios agentes incluyendo la PTH, la
proteina relacionada con la PTH (PTHrP) y citoquinas como la IL-1 y el TNF-q, lo cual
implica a la IL-6 como mediador local de resorcion 6sea [211,212,214-216].

Se ha demostrado que la IL-6 es un potente estimulador de la diferenciacion
osteoclastica a partir de los progenitores hematopoyéticos [217]. Ademas la IL-6
produce resorcion 6sea en modelos in vivo e in vitro que contienen precursores de los

OC [212,214]. Por ultimo, enfermedades asociadas con pérdida de hueso como la
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enfermedad de Paget, cursan con niveles elevados de esta citoquina, lo que la implica
definitivamente en el remodelado 6seo [218].

Se ha implicado a la IL-6 liberada por los OB en la reaccion osteolitica, al
observarse que tras la fagocitosis por los macrofagos de las particulas de PMMA se
induce la produccion de TNF-q, el cual estimula a los OB a producir PGE;, GM-CSF e
IL-6 [147]. La liberacion de estos factores podria resultar en el reclutamiento de OC y
macréfagos y en un aumento de la resorcion 6sea [129,219]. En este proceso el OB
desempefiaria un papel secundario frente a la respuesta directa de los macrofagos a las
particulas. _

Diversos autores han mostrado aumentos en la liberacion de citoquinas implicadas
en resorcion Osea, entre ellas la PGE,, en presencia de particulas de biomateriales
distintos y células osteoblasticas de varios origenes [161,164]. Dean y col. [164]
encontraron un aumento en la liberacion de PGE, al exponer las células osteoblasticas
de la linea MG63 a particulas de polietileno.

Zambonin y col. [158] describieron un aumento en la secrecién de IL-6 por células
osteoblasticas humanas en cultivo primario en presencia de particulas de PMMA.
Recientemente se ha demostrado que las células osteoblasticas humanas MG63
responden a las particulas de Ti incrementando la expresion y secrecion de la IL-6
[166]. Otro trabajo reciente muestra que la produccion de IL-6 en dos lineas celulares
osteoblasticas humanas (MG63 y SaOS-2) es estimulada de forma aditiva por la
combinacién de TNF-o y particulas de Ti [167]. El aumento observado en la
produccién de IL-6 en nuestro estudio fue un efecto directo de las particulas de
polietileno y de alimina en las células osteoblasticas. Asi pues, en el tejido
periprotésico las particulas podrian interaccionar con los OB produciendo factores
locales, entre ellos la IL-6, que podrian estimular la resorcién de hueso conduciendo a la
osteolisis y al aflojamiento aséptico.

En el presente trabajo se observé que a una concentracién de 10 mg/pocillo de
particulas, tanto de polietileno como de alumina, se estimuld la expresion y la secrecién
del gen de la IL-6 en los OB humanos. Las dosis que produjeron la secrecién méaxima y
estable de IL-6 fueron 10 mg/pocillo en el caso de las particulas de alimina, y 50

mg/pocillo en el caso del polietileno. Por esta razon elegimos estas dos dosis, 10 y 50
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mg/pocillo, para comparar los efectos de las particulas de polietileno y de alimina sobre
la liberacion de dicha citoquina.

Con la concentracion de 10 mg/pocillo, la cual produjo la maxima secrecion en los
cultivos tratados con particulas de alimina, los niveles de IL-6 en el medio
condicionado fueron mas altos que los inducidos con la misma dosis de particulas de
polietileno. Sin embargo, al aumentar la dosis hasta 50 mg/pocillo, el efecto estimulador
de las particulas de polietileno continué aumentando y los niveles alcanzados, tanto de
ARNm de IL-6 como de proteina secretada, fueron mas altos que los alcanzados en los
cultivos tratados con la misma concentracién de particulas de alumina. Asi pues, a dosis
altas las particulas de alimina mostraron menor capacidad que las de polietileno para
estimular la produccion de IL-6 por OB humanos en cultivo primario.

Ha sido descrito que la liberacién de citoquinas por los OB en respuesta a los
biomateriales depende de la corriposicién de las particulas. Lohmann y col. [162]
demostraron una mayor secrecion de PGE; después de la exposicion a particulas de Co-
Cr que frente a Ti o a TiAlV. Se ha demostrado in vivo que la reaccion del tejido es mas
severa frente a particulas de polietileno o Co-Cr, que frente a particulas de alimina
[171]. Por otra parte, la tasa de desgaste in vivo del par ceramica-ceramica es 4000
veces menor que la del par metal-polietileno [53]. Asi pues, los volumenes de particulas
de alumina generados in vivo podrian no ser suficientes para iniciar una respuesta
inflamatoria que resultara en la osteolisis periprotésica y en el aflojamiento aséptico del
implante. En nuestro estudio encontramos que una baja concentracion de particulas de
alumina indujo el mayor incremento en la secrecidon de IL-6 en el OB. Sin embargo, la
caracteristica mas comun observada en el tejido interfacial de las prétesis aflojadas es la
abundancia de particulas de polietileno, generadas en un numero mucho mas elevado
que las de alimina en la articulacion artificial [39-42,131,132]. Asi, Kobayashi y col.
[40] concluyeron que el factor critico en la patogénesis de la osteolisis periprotésica era
la gran concentracién de particulas de polietileno encontradas en el tejido. Dicha
acumulacién de particulas de polietileno podria estimular la produccion de IL-6 a mas
altos niveles que las particulas de alimina, producidas en menor nimero. Este podria
ser uno de los factores que expliquen la menor osteolisis desarrollada en prétesis
ceramica-ceramica comparada con las prétesis convencionales de polietileno-metal

[35].
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Trabajos recientes han estudiado el efecto de las particulas de polietileno y de
alimina sobre la liberacion de citoquinas en otras células no osteoblasticas. Ha sido
demostrado que la liberacion de TNF-a por macro6fagos de raton de la linea J774 era
mayor con particulas de polietileno que con particulas de alimina del mismo tamafio
[183].

Otro estudio reciente ha mostrado que los niveles mas altos en la liberacion de
citoquinas como TNF-q, IL-1 y IL-8 en monocitos humanos de la linea THP-1, se
alcanzan tras el tratamiento con particulas de polietileno, mientras que las de Ti
produjeron niveles mas bajos [220].

En el apartado anterior de esta discusion hemos considerado los efectos de las
particulas de polietileno y de alimina sobre la proliferacion celular y varios marcadores
del fenotipo osteoblastico, observandose cambios dependientes de la composicion del
biomaterial y del tamafio de las particulas sometidas a estudio. Hemos visto que las
particulas de polietileno disminuyeron la proliferacion y aumentaron la produccién de
osteocalcina, lo cual podria influenciar la formacion y la resorciéon 6sea. Sin embargo,
las particulas de alimina afectaron en menor medida a la funcién osteoblastica.

Estos hallazgos, unidos al poder estimulador mayor del polietileno frente a la
alumina sobre la sintesis de IL-6, sugiere que la alumina es mas biocompatible que el

polietileno.

4. EFECTOS DE LAS PARTICULAS DE ALUMINA EN EL COCULTIVO OB-
MACROFAGO

Al evaluar la biocompatibilidad de un material puede ser de gran importancia
examinar su efecto sobre OB y macrofagos, ya que dichas células pueden interaccionar
en la interfaz [146-149,221-223]. Para simular esta compleja doble interaccién en
nuestro estudio utilizamos un inserto con los macrofagos de la linea J744 en la
superficie, que fue colocado sobre un pocillo que contenia los OB humanos en cultivo
primario. En este sistema experimental ambos tipos celulares son expuestos a particulas
de alumina, permitiendo emular la continua interaccion que existe in vivo entre OB,

macrofagos y el biomaterial.
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Varios estudios in vitro han demostrado que las particulas de desgaste activan a los
macrofagos incrementando la secrecion y expresion de citoquinas proinflamatorias tales
como IL-1B, IL-6, TNF-o, GM-CSF... [137-145,220]. Estos mediadores podrian
estimular la resorcion localizada de hueso [129,219] y éste podria ser un mecanismo por
el cual la activacion de los macrofagos inducida por las particulas contribuyera al
fracaso de los implantes protésicos.

En el presente estudio la secrecién de IL-6 por los macrofagos en presencia de
particulas de alumina no se modificé con respecto a los macrofagos aislados. En varios
trabajos han utilizado la misma linea celular y no han sido capaces de detectar dicha
citoquina tras la exposicién a particulas de polietileno o PMMA [147,148]. Por el
contrario, se ha descrito recientemente que las particulas de Ti estimulan la liberacion
de IL-6 en dichas células [224]. Estas discrepancias podrian deberse al distinto tipo de
biomaterial utilizado en cada estudio.

En el sistema de cocultivo OB-macréfago los niveles de IL-6 murina aumentaron
respecto a los macréfagos aislados, y la exposicion de dicho cocultivo a particulas de
alimina incrementd la secrecion de IL-6 respecto a las otras tres condiciones ensayadas.
Estos resultados indican que la producciéon de IL-6 por los macrofagos estaria
influenciada por la presencia de OB que producirian mediadores que inducen un
incremento en dicha secrecion.

La expresion y la secrecion de IL-6 en los OB incrementd tras la incubacion con
particulas de alumina. La secrecion de IL-6 en el cocultivo fue mucho mayor que en los
OB aislados en ausencia o presencia de alimina. Las células en cocultivo expuestas a
particulas liberaron mas IL-6 que en el resto de los grupos y se observd un efecto
dependiente de la concentracion. Se obtuvieron patrones similares en la expresion del
gen de la IL-6. Estos resultados sugieren que‘la exposicion de los macrofagos a las
particulas de alimina podria producir mediadores que estimularian a los OB a liberar
IL-6. Diversos estudios han mostrado una interaccion similar entre macréfagos y OB
con otros biomateriales como PMMA polietileno y Ti [146-149,221-223].

En nuestro estudio observamos que tanto en la IL-6 procedente de macréfagos como
de OB, los niveles mas altos se producen en el sistema de cocultivo con la adicién de las
particulas de alimina. Los niveles de IL-6 producidos por los macréfagos en cualquiera

de las condiciones experimentales ensayadas son menores que los obtenidos en el caso
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de los OB. La utilizacién de anticuerpos especificos de especie en nuestro estudio,
permite distinguir la contribucién de ambos tipos celulares en la liberacion de los
distintos mediadores. Asi, el sistema experimental utilizado permite asignar la mayor
contribucion en la secrecién de IL-6 a la célula osteoblastica.

Este incremento en la IL-6 durante la interaccion de macréfagos y OB podria ser
importante in vivo, ya que los altos niveles de IL-6 podrian contribuir a una acelerada
resorcion de hueso debido a la estimulacion de los OC por esta citoquina [212,214,217].

En cuanto a la secrecion de GM-CSF por los OB en presencia de particulas de
alimina se observé un incremento. Los OB en cocultivo con macréfagos secretaron
mayores niveles de GM-CSF comparados con los OB aislados. Ademas, la incubacion
de OB y macrdfagos con particulas produjo un aumento en la liberacion de dicha
citoquina de forma dependiente de la dosis, con respecto a las células en cocultivo en
ausencia de particulas. En concordancia con nuestros resultados un trabajo previo ha
demostrado que la incubacion del medio celular condicionado de macréfagos de la linea
J774 expuestos a particulas de PMMA con OB de la linea MC3T3 condujo a un
aumento en la secrecion de GM-CSF [147]. Por otra parte, se ha descrito en cocultivo
que el tratamiento de los mismos tipos celulares con particulas de PMMA, pero no asi
con particulas de Ti, conduce a un aumento en los niveles de GM-CSF, que podria
estimular el reclutamiento de macréfagos y OC a los sitios de resorcién [222].

En nuestro estudio se observd que la exposicién de macrofagos a particulas de
alimina estimuld la liberacion de TNF-a.. Sin embargo, en el cocultivo macréfago-OB
la secrecion de TNF-o disminuyd respecto a los macréfagos aislados. La adicion de
particulas al cocultivo produjo un incremento en los niveles de esta citoquina respecto al
cocultivo en ausencia de particulas, siendo dichos niveles menores a los obtenidos en
los macroéfagos en presencia de particulas. Estos resultados indican que el biomaterial es
capaz de aumentar directamente la secreciéon de TNF-ou por los macréfagos, pero
ademas los OB son capaces de inducir una disminucién en dicha secrecion, lo que
sugiere que la modulacion de la liberacion de mediadores puede estar ocurriendo entre
ambos tipos de células.

Numerosos estudios han demostrado la estimulacion de la secrecion de TNF-a en
macrofagos de varios origenes al exponerlos a distintos biomateriales

[144,148,183,220]. Horowitz y col. demostraron que el medio celular condicionado por
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macrofagos en presencia de particulas de PMMA estimulaba en los OB la secrecion de
citoquinas como IL-6, GM-CSF y PGE; [147]. Estos autores otorgan al TNF-a un papel
central en la liberacion de estas citoquinas por €l OB [225].

El TNF-o. estimula la produccién de IL-6 en OB humanos [167,226]. Asi, la
combinacién de TNF-o y particulas de Ti tiene efectos aditivos en la produccion de IL-
6 en células osteoblasticas MG63 y SaOS-2 [167]. En el presente estudio observamos
que el TNF-o de raton, en la méxima concentracion obtenida en el sistema de cocultivo,
no fue capaz de estimular la secrecién de IL-6 por los OB humanos en cultivo primario.
Sin embargo, como anteriormente se ha descrito, en el presente estudio se utiliza un
sistema heterdlogo. Por ello, aunque no se puede descartar una funcién estimuladora del
TNF-a sobre la sintesis de IL-6 in vivo, los resultados obtenidos en este estudio apuntan
a que podria haber otros factores implicados en la liberacién de IL-6 en el sistema OB-
macroéfago.

Los niveles mas altos de las citoquinas ensayadas, excepto para el TNF-o se
obtienen cuando las células son cocultivadas en presencia de particulas. Por tanto, esta
interaccion podria ser mas importante con vistas a la inflamacion y resorcion Osea en el
tejido periprotésico que la liberacion de citoquinas que ocurre en el macrofago tras la
fagocitosis de las particulas o en el OB tras su activacion.

Los resultados del presente trabajo muestran que tanto macréfagos como OB pueden
responder por separado a las particulas alumina, liberando mediadores inflamatorios.
Sugerimos que ambos tipos celulares secretan factores solubles que modulan en la otra
célula la liberacion de otros factores. Ademas, aunque las interacciones entre OB y
macréfagos pueden suceder sin la activacion de los macréfagos o los OB por las

particulas, la presencia de particulas aumenta la liberacién de citoquinas.
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CONCLUSIONES

1. El polietileno y la alimina disminuyen la proliferaciéon de los OB humanos. Este

efecto es mas marcado en el caso de las particulas de polietileno de menor tamaiio.

2. El fenotipo osteoblastico se modifica en presencia de particulas de polietileno, MA
956 y alimina segun la composicién y el tamafio de las mismas, siendo las mas

pequeiias las que producen un efecto mayor en los parametros estudiados.

2.1. La influencia del polietileno en la actividad osteoblastica parece tener dos vias:
(1) una disminucién de la secrecion de procolageno C-terminal tipo I, lo cual podria
inducir una inhibicién de la formacién de matriz 6sea; (2) un incremento en la secrecion

y expresion de osteocalcina, que podria activar la resorcion osea.

2.2. Las particulas de MA 956 y de alimina producen una inhibicién en la secrecion
procolageno C-terminal tipo 1. Al contrario que las de polietileno, no inducen tal

incremento en los niveles de osteocalcina.

3. La secrecion y expresion de IL-6 aumenta en OB humanos expuestos particulas de

polietileno y alumina. El polietileno estimula mas la produccion de IL-6 que la alimina.

4. Las particulas de alimina inducen la secrecién de TNF-a en macrofagos, aislados y
en cocultivo con OB. Sin embargo, la presencia de OB produce un descenso en dichos
niveles. La secrecion de IL-6 por macréfagos aumenta en cocultivo con OB y en

presencia de alumina.

5. Las particulas de alumina inducen la liberacién de GM-CSF en OB en cocultivo con
macrofagos. La secrecion y expresion de IL-6 aumenta en OB expuestos a particulas
de alumina. Los niveles de IL-6 aumentan ain mas en el cocultivo y son maximos

en presencia de particulas de alimina.
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6. La estimulacion de la produccion de la IL-6 y del GM-CSF en el OB no parecen

estar mediados por el TNF-a producido por el macréfago.
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