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Resumen

En este trabajo se presenta el estudio de la biocompatibilidad in vitro, empleando cultivos
celulares de fibroblastos embrionarios humanos, de tres sistemas acrilicos de liberacion controlada
de bisfosfonatos (BFs). Estos sistemas, basados en metacrilato de metilo (MMA), metacrilato de
vitamina E (MVE) y trietilenglicol dimetacrilato (TEGDMA), han sido disefiados para su aplicacion
en el tratamiento de enfermedades caracterizadas por una elevada resorcion osteoclastica. En su
preparacion se ha empleado un BP comercializado (alendronato; ALN) y dos de nueva sintesis,
pertenecientes a la segunda y tercera generaciones, el dacido 1-hidroxi-2-[4-aminofenil]etano-
1, 1-difosfonico (APBP) y el dcido 1-hidroxi-2-[3-indolil]etano-1,1-difosfonico (IBP),
respectivamente. La citotoxicidad de MVE ha sido notablemente inferior a la medida para TEGDMA.
La citotoxicidad de APBP e IBP se ha comparado con la de ALN, obteniéndose unos valores para
la concentracion IC,, del5,56, 9,86 y 6,25 mmol/l para APBP, ALN e IBP, respectivamente. Los
niveles de citotoxicidad liberada han sido superiores para la formulacion portadora de ALN,
situdandose a continuacion los cementos cargados con IBP y APBP. Cuando los cultivos se han
establecido sobre la superficie de las formulaciones, se han detectado unos niveles de proliferacion
celular y adhesion superiores para los sistemas de liberacion de IBP y APBP, siendo ademds
inferior en estos casos la mortalidad celular.

Palabras clave: Sistemas acrilicos inyectables, bisfosfonatos, biocompatibilidad, cultivos
celulares.

Abstract

This paper reports the in vitro biocompatibility study, using human embryonic fibroblast cultures,
of three acrylic systems for controlled release of bisphosphonates (BFs). These systems, that are
based on methyl methacrylate (MMA), vitamin E methacrylate (MVE) and triethyleneglycol
dimethacrylate (TEGDMA), have been designed for its application in the treatment of pathologies
characterized by a high osteoclastic resorption. A commercial BP (alendronate; ALN) and two
novel BPs, belonging to the second and third generations, 1-hydroxy-2-[4-aminophenyl]ethane-
1, 1-diphosphonic acid (APBP) and 1-hydroxy-2-[3-indolyl]ethane-1,I-diphosphonic acid (IBP),
respectively, have been used in their preparation. The cytotoxicity of MVE has been notably lower
than that measured for TEGDMA. Cytotoxicity of APBP and IBP was evaluated along with that of
ALN, and the following values of the IC,, concentration were obtained for APBP, ALN and IBP
respectively: 15.56, 9.86 and 6.25 mmol/l. The cytotoxicity levels obtained from the extracts of the
cured systems were higher for the formulation containing ALN, followed by the cements loaded
with IBP and APBP. When the cultures were seeded directly on the formulations surface, higher
levels of cellular proliferation and adhesion were obtained for the systems containing IBP and
APBP, the cellular mortality being also inferior in these cases.

Key Words: Acrylic inyectable systems, bisphosphonates, biocompatibility, cell cultures.
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Introduccion

A pesar de que los cementos Oseos acrilicos
autocurables basados en poli(metacrilato de metilo)
(PMMA) se emplean con éxito en cirugia
ortopédica desde hace varias décadas [1], estos
biomateriales presentan caracteristicas susceptibles
de ser optimizadas mediante la incorporacion de
modificaciones en su formulacidn, que repercutan
positivamente sobre su interaccion con el organismo
receptor. Entre los factores negativos que conlleva
el uso de este tipo de formulaciones se encuentra
la liberacion de radicales libres tras el fraguado del
cemento, hecho que supone un incremento en los
niveles de citotoxicidad y se deriva de la gran
reactividad que presentan los radicales libres hacia
células y tejidos. En trabajos anteriores se ha
completado la obtencion del mondmero metacrilato
de a-tocoferilo (MVE) a partir de de vitamina E
[2], con el objetivo de incorporar su actividad
antioxidante sobre formulaciones autocurables
basadas en PMMA [3, 4]. La vitamina E impide la
acumulacion de peroxidos, protege a las células de
los efectos dafiinos producidos por los radicales
libres, proporciona estabilidad e integridad a las
membranas bioldgicas y protege el cartilago contra
la peroxidacion lipidica celular, favoreciendo la
remodelacion y crecimiento de hueso normal. Se
ha demostrado asi mismo que esta vitamina posee
actividad osteoprotectiva [5], antiinflamatoria [6] y
anticancerigena [7]. Con el objetivo de incorporar
este conjunto de propiedades sobre un sistema
acrilico, se ha desarrollado una formulacion a partir
de PMMA, tras la sustitucion de un 20% p/p del
monoémero MMA, con respecto a la fase liquida
polimerizable, por MVE, y un 10% con respecto a
esta misma fase por trietilenglicol dimetacrilato
(TEGDMA) [4]. Este sistema acrilico sin carga
(SASC) se ha ensayado como un sistema de
liberacion de bisfosfonatos.

Los bisfosfonatos (BFs) son analogos estables
de los pirofosfatos enddgenos y contienen dos
grupos fosfonato unidos a un atomo de carbono,
formando una estructura «P-C-P» (Figura lay 1b).
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La utilizacién clinica de los BPs ha crecido
intensamente durante la pasada década, habiéndose
aplicado en el tratamiento de patologias en las que
se presentan fenomenos de resorcion osteoclastica
[8-10] como son la osteoporosis, la enfermedad de
Paget o los procesos de hipercalcemia asociados a
destruccidn dsea por invasion tumoral. La estructura
tridimensional de los BFs favorece la formacion de
enlaces bidentados con metales divalentes (Ca?",
Mg?*, Fe?"). La afinidad por el Ca* puede
incrementarse si la cadena R es un grupo hidroxilo
(OH) o amino primario (NH,), debido a que la
conformacion resultante va a permitir una captacion
de Ca?" mas eficiente. Los grupos que ocupen el
segundo atomo de carbono libre van a determinar
la potencia anti-resortiva del bifosfonato, pudiéndose
obtener compuestos de primera generacion, con
sustituyentes simples unidos al carbono central y
una actividad anti-resortiva relativamente débil, de
segunda generacion, marcadamente mas potentes
y caracterizados por la presencia de una cadena
alifatica con un unico atomo de nitrégeno (N-BFs),
y compuestos de tercera generacion, caracterizados
por la presencia de un sustituyente heterociclico
que contiene un atomo de nitréogeno en un anillo
pirimidil (risedronato) o dos atomos de nitrégeno
en un anillo imidazol (acido zoledronico) [10,11].
Estos ultimos compuestos, son los BFs que exhiben
una mayor actividad anti-resortiva e inhibidora, que
puede llegar a ser 10.000 veces superior a la
exhibida por los compuestos de primera generacion.

Con el fin de lograr la incorporacion exitosa de
BPs en cementos acrilicos, se han sintetizado dos
nuevos aminobisfosfonatos, pertenecientes a la
segunda y tercera generacion, a partir de acido 4-
(aminometil) benzoico y acido 3-indolil acético, para
obtener acido 1-hidroxi-2-[4-aminofenil]etano-1,1-
difosfonico (APBP) y acido 1-hidroxi-2-[3-
indolilJetano-1,1-difosfonico (IBP), respectivamente
(Figuras 1c y 1d). En estudios previos se ha
completado la preparacion y caracterizacion fisico
quimica de sistemas acrilicos autocurables
cargados con un 1,5% p/p de IBP, APBP y un BF
comercializado, el alendronato (ALN) [12],
obteniéndose unos resultados prometedores (Tabla
1).

En este trabajo se va a abordar el estudio de la
interaccion de este conjunto de materiales con
sistemas bioldgicos in vitro empleando cultivos de
fibroblastos embrionarios humanos, con los
objetivos que se enumeran a continuacion. Se va a
cuantificar la citotoxicidad de los mondmeros y
farmacos de nueva sintesis que participan en la
composicion de estos sistemas, mediante la



utilizacion de los reactivos MTT [13] y Alamar
Blue™ (AB), asi como la toxicidad derivada de la
liberacion de componentes citotoxicos por parte de
los sistemas sintetizados al medio circundante, y la
viabilidad celular resultante gracias al empleo del
reactivo MTT [14,15] y la aplicacion de técnicas
de microscopia Optica. Se va a analizar la
proliferacion y adhesion celular directamente sobre
la superficie de las formulaciones, mediante el
empleo de los reactivos AB [16-18] y Hoechst
33258 [19,20] y la aplicacion de técnicas de
microscopia electronica de barrido (MEB). Por
ultimo, se va a estimar la mortalidad celular en
cultivos establecidos sobre la superficie de las
formulaciones, merced a la cuantificacion de los
niveles de enzima lactato deshidrogenada (LDH)
liberada por las células lisadas al medio de cultivo
[21,22]. La aplicacion de este conjunto de técnicas
ha de permitir determinar el grado de
biocompatibilidad in vitro de las formulaciones
estudiadas, asi como la influencia que tiene su
superficie sobre la proliferacion y adhesion celular.

Materiales y Métodos

Materiales

Se han empleado fibroblastos embrionarios
humanos, cultivados sobre frascos y placas de
cultivo (Sarstedt), a 37 °C en una atmésfera himeda

con un 5% de CO,. En su mantenimiento se ha
empleado medio minimo esencial de Eagle
modificado con HEPES [4cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazino etanosulfonico] (MEM; Sigma),
suplementado con un 10% de suero bovino fetal
(Gibco), un 2% de glutamina 200 mM (Sigma) y un
1% de una solucion de penicilina-estreptomicina
(10000 U/ml penicilina y 10 mg/ml estreptomicina;
Sigma). El medio de cultivo se ha cambiado a
intervalos de tiempo adecuados, empleando tampon
fosfato salino (PBP; Sigma) como medio de lavado.
Las muestras se han subcultivado antes de alcanzar
la confluencia empleando tripsina (Sigma).

Se han empleado muestras liquidas de los
monodmeros, pulverulentas de los bisfosfonatos y
discos (10 mm de diametro y 1 mm de espesor) de
los distintos sistemas curados. En todos los casos
las muestras se han esterilizado con 6xido de
etileno. Como control negativo se ha empleado
Thermanox® (TMX), suministrado por Labclinics
S. L.,y como control positivo una solucion acuosa
de Triton x-100 (Aldrich). Los reactivos MTT
[bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio], Hoechst 33258 (bisbenzimida), el
kit de deteccion de enzima LDH [Cloruro de 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio] y la sal
sodica de acido desoxirribonucleico de timo de
ternera han sido suministrados por Sigma, mientras
que el reactivo AB fue suministrado por Serotec y

PMMA SASC ALN IBP APBP
Tiempo de estado pastoso
(miny (DS 650021 | 97031 | 800,11 | 45[02] | 50[0,1]
[Tgeglﬁ’o de trabajo (min) 10,1[0,5] | 163[1,1]1 | 16,1[0,9] | 80[1,2] | 14,5[1,1]
[T];eglﬁ’o de fraguado (min) | ;¢ cr081 | 260117 | 241 [11] | 12,5 [1.0] | 19,5 [0.9]
[TSHS‘I’]eramra méxima CC) | ¢4 5107 | 44.0[0.1] | 44.8[1,5] | 50.5[1.3] | 50,6 [1,5]
Resistencia a compresion %
(MP2) [DS.] 104 [3] 99 [6] 99 [10] 96 [5] 90* [6]
Mobdulo en compresion
(GPa) [D.S.] L4101 | 130011 | 12[02] | 13[01] | 12[0.2]
* La media presenta diferencias significativas con respecto a SASC (p<0,05).

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de un cemento de PMMA, el sistema acrilico
derivado de vitamina E sin carga (SASC) y los sistemas portadores de bisfosfonatos. D.

S. es la desviacion estandar
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el MEM libre de rojo fenol fue suministrado por
Gibco. El tampon sodio cacodilato 0,1M ha sido
suministrado por Sigma y el glutaraldehido por
Fluka.

Los analisis de datos se han realizado utilizando
la aplicacion informatica Statistica™.

Citotoxicidad de los monomeros y bisfosfonatos

Se ha preparado una serie de disoluciones (desde
el 3% hasta el 0,0001% p/p), de los mondémeros
MVE y TEGDMA y de los BFs en MEM
desprovisto de suero bovino fetal [13,23]. EIMVE,
de naturaleza hidrofobica, se ha mezclado con el
surfactante TWEEN 80 en una proporcidn
aditivo:surfactante de 3:1 [13]. Paralelamente, se
ha realizado la siembra de fibroblastos a una
concentracion de 11°»10* células/ml en MEM, sobre
placas de cultivo de 96 pocillos. Tras adicionar 100
il de concentrado de células en cada pocillo y
cultivar estas placas durante 24 h, se ha
intercambiado el medio por las disoluciones (n=8),
incubandose las placas posteriormente durante
otras 24 horas en las mismas condiciones.
Transcurrido este tiempo, se retird el contenido de
los pocillos, anadiendo en su lugar el reactivo que
va a desencadenar la reaccion colorimétrica. En el

caso de los mondémeros, se ha empleado reactivo
MTT diluido en PBS (0,05 g de MTT en 10 ml de
PBS) y filtrado para obtener la disolucion madre
de MTT, que a su vez fue diluida al 10% en MEM.
El reactivo MTT se mantuvo, de nuevo a 37 °C,
durante 4 h, tras las que se extrajo el contenido de
los pocillos para afadir en su lugar 100 il de dimetil
sulfoxido (DMSO), que disolvera los cristales de
formazan formados. Tras una agitacion intensa de
20 s, se realizo la lectura de absorbancia a 570 nm
con una longitud de onda de referencia de 630 nm,
en un lector Biotek ELX808IU. En el caso de los
BFs el desarrollo del experimento ha sido similar,
con la salvedad de que el reactivo empleado ha
sido una solucion de AB (10% de reactivo AB en
MEM libre de rojo fenol), debido a la aparicion de
una interaccion quimica entre el reactivo MTT y
los bisfosfonatos IBP y APBP. A los valores de
absorbancia obtenidos se les restd los medidos para
el blanco, relativizandose el resultado con respecto
al control negativo, que en este caso es el medio de
cultivo libre de suero sin el aditivo, y con TWEEN
80 en los casos en los que este surfactante se haya
incluido en el disefio, para obtener la viabilidad
celular relativa. Por ultimo, se ha construido una
curva dosis-respuesta para la viabilidad celular
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Figura 1. Estructura quimica de los pirofosfatos (a) y los bisfosfonatos (b). Formulas
quimicas de los bisfosfonatos sintetizados IBP (c) y APBP (d)



relativa que permitio calcular la concentracion IC,
ala que sobreviven el 50% de las células presentes
en el control negativo.

Cuantificacion de la citotoxicidad liberada por
los sistemas de liberacion

Se incluyeron, en condiciones de esterilidad, las
muestras de los materiales (4 réplicas) y el control
negativo, TMX, en 5 ml de MEM completo a 37°C

y en agitacion. Transcurridos 1, 2,y 7 dias en estas
condiciones, el medio o eluyente se extrajo para su
uso posterior, siendo sustituido por otro fresco. Una
vez colectados todos los eluyentes se realizd la
siembra, a una concentracion de 11°»10* células/
ml en MEM, sobre placas de 96 pocillos. Tras
adicionar 100 il de concentrado de células en cada
pocillo y cultivar estas placas durante 24 h, se
intercambio el medio de cultivo por los eluyentes
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Figura 2. Comparacion de las curvas dosis-repuesta obtenidas para los mondmeros metacrilato de
vitamina E (MVE) y trietilenglicol dimetacrilato (TEGDMA) y el surfactante TWEENSO0 en el ensayo
MTT (a); y para los bisfosfonatos ALN, IBP y APBP (b) en el ensayo AB. Cada punto representa la

media + desviacion estandar (n=8)
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(a partir de cada réplica se rellenaron 4 pocillos,
n=16), incubandose las placas posteriormente
durante otras 24 h en las mismas condiciones. A
continuacion se retiraron los eluyentes, afiadiendo
en su lugar el reactivo MTT, que se mantuvo a 37
°C, durante 4 h. Transcurrido este tiempo, se extrajo
el contenido de los pocillos y se afiadid6 DMSO.
Después de una agitacion de 20 segundos, se realizo
la lectura de densidad dptica a 570 nm con una
longitud de onda de referencia de 630 nm en un
detector Biotek ELX808IU. Tras la lectura, se
calcul¢ la viabilidad relativa con respecto al control
TMXy se realiz6 una serie de analisis de la varianza
con el fin de comparar los resultados obtenidos para
las formulaciones problema con respecto a este
control.

Utilizando los eluyentes obtenidos a 1 y 2 dias
se han disefiado dos estudios que, mediante la
observacion de las muestras bajo microscopia
optica, van a permitir analizar la viabilidad y la
morfologia celular. Las preparaciones se realizaron
a partir de cultivos de fibroblastos sembrados, a
una concentracion de 14°»10* células/ml en MEM,
sobre cubreobjetos de vidrio. El disefio del primero
de los estudios conllevo el mantenimiento a 37 °C
de los cultivos en MEM durante 24 h, transcurridas
las cuales este medio se intercambio por el eluyente,
que se mantuvo en contacto con las células durante
otras 24 ha 37 °C. En el segundo de los estudios el
eluyente se mantuvo durante 96 h. En ambos
disefios las muestras se encontraban duplicadas.
Una vez completados ambos periodos de
incubacion, se realiz6 la fijacion histologica, una
tincion hematoxilina-cosina y el montaje de las
muestras, para analizarlas empleando un
microscopio Nikon Eclipse E600 y fotografiarlas,
utilizando una camara digital Nikon DXM1200
acoplada al sistema optico.

Estudio de la proliferacion y adhesion celular
sobre la superficie de los sistemas de liberacion

Tras introducir las muestras (4 réplicas de cada
material y del control TMX) en placas de 24 pocillos
y realizar la siembra a una concentracion de 14’»10*
células/ml, las placas se incubaron durante 21 dias.
A lo largo de este periodo, se realizaron 5 lecturas
de densidad optica a 1, 4, 7, 14 y 21 dias, que
comenzaron retirando el medio de cultivo y
adicionando en su lugar una disolucion al 10% del
reactivo AB en MEM completo sin rojo fenol, que
se mantuvo durante 4 h a 37 °C. Transcurrido este
tiempo, el contenido de las placas se reservo,

afadiendo en su lugar MEM completo para
mantener el cultivo en perfectas condiciones [16].
El reactivo previamente extraido se trasvaso a
placas de 96 pocillos (se rellenaron 4 pocillos a partir
de cada muestra, n=16) para realizar la lectura de
densidad optica a 570 nm y una longitud de onda
de referencia de 630 nm en un lector Biotek
ELX808IU. A partir de las medidas tomadas se
determind y monitorizé temporalmente la
proliferacion celular que se desarrolld sobre la
superficie de las formulaciones durante el periodo
de estudio, contrastando mediante analisis de la
varianza las diferencias existentes con respecto al
T™MX.

El estudio bajo MEB se completo tras sembrar
un concentrado de células en MEM, a una
concentracion de 14°»10* células/ml, directamente
sobre la superficie de las formulaciones y el control
TMX (en todos los casos por duplicado). Las
muestras se mantuvieron durante 24 y 48 h en
incubacion, transcurridas las cuales se fijaron,
sumergiéndolas durante 24 h en una solucion de
glutaraldehido al 2,5% en tampon sodio cacodilato
0,1M, y metalizaron para su analisis bajo un
microscopio electronico de barrido ambiental Philips
XL 30 a una aceleracion de voltaje de 20 KeV.

La cantidad de ADN se determin utilizando el
reactivo Hoechst 33258. Para completar este ensayo
se realizo la siembra, a una concentracion de
14°»10* células/ml en MEM, sobre la superficie de
los materiales y el control TMX, en placas de 24
pocillos. Tras cultivar estas placas durante 1, 4, 7,
14 y 21 dias, se provoco la lisis de las células y se
tomo, por duplicado, una alicuota de 100 il del
producto de esta lisis, que se mezcld con 100 il del
reactivo Hoescht 33285 (1ig/ml) en una placa de
96 pocillos. Paralelamente se confeccion6 un patrén
de ADN (sal s6dica de acido desoxirribonucleico)
a partir de timo de ternera, utilizando las
concentraciones de 0, 0,3125, 0,625, 1,25, 2,50, 5,00,
10,00 y 20,00 ig/ml, en tampon citrato de sodio
salino (CSS) a un pH de 7. Las muestras que
componen este patrén también se mezclaron con
el reactivo Hoescht en placas de 96 pocillos. Por
ultimo, se realizaron las lecturas de fluorescencia
en un fluorimetro Biotek EL X800 a una longitud de
onda de excitacion de 360 nm y una longitud de
onda de emision de 460 nm. El contenido en ADN
de cada muestra se calculo a partir de la curva
construida con el patron de ADN, comparandose
los resultados obtenidos mediante analisis de la
varianza.



Cuantificacion de la muerte celular sobre la
superficie de los copolimeros

Tras introducir las muestras de los materiales y
el control negativo, por duplicado y en condiciones
de esterilidad, en placas de 24 pocillos, se sembro
sobre ellas un concentrado de fibroblastos en MEM
(1 ml/pocillo a una concentracion de 14°»10* células/
ml), manteniéndose las placas a 37 °C durante 1, 2
y 7 dias, transcurridos los cuales el contenido de
cada pocillo se retird, reservandolo a -20°C para su
posterior utilizacion. Una vez recogidas todas las
muestras, se trasvasaron a placas de 96 pocillos
(n=8). Tras mezclar los tres componentes de los
que consta el kit colorimétrico (solucidn sustrato,
cofactor y solucion colorante), el producto resultante
se adicioné a cada uno de los pocillos (50 il/pocillo).
Tras mantener las muestras en oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se
adicionaron 10 il de HCI1 1N por pocillo para detener
la reaccion, midiendo a continuacién la densidad
optica de las muestras a 490 nm con una longitud
de onda de referencia de 630 nm en un colorimetro
Biotek ELX808IU. Una vez completada la lectura,
a los valores de absorbancia obtenidos se les restd
los obtenidos para el blanco. Por tltimo, se contrastd
la existencia de diferencias significativas entre el
control y las muestras, mediante una serie de
analisis de la varianza.

Resultados y Discusion

Los efectos citotoxicos generados por los
mondémeros MVE y TEGDMA vy el surfactante
TWEEN 80 han sido evaluados mediante un ensayo
MTT apartir de diluciones en medio de cultivo libre
de suero, mientras que los producidos por los
bisfosfonatos ALN, IBP y APBP se han
cuantificado siguiendo el mismo protocolo, pero
utilizando AB como reactivo. Los resultados
obtenidos en ambos experimentos se muestran en
las Figuras 2a y 2b, donde se representa el efecto
causado por estos compuestos, en funcion de su
concentracion, sobre la viabilidad celular en cultivos
de fibroblastos embrionarios humanos.

Los niveles de citotoxicidad exhibidos por el
monoémero MVE han sido notablemente inferiores
a los obtenidos para el TEGDMA. La concentracion
IC,, obtenida para este Gltimo, de 1,71 mmol/l, se
encuentra dentro del rango encontrado para
dimetacrilatos con un nimero de cadenas oxietileno
de 14 o inferior, que oscila entre valores IC, de
1,06 y 1,97 mmol/l [13]. La participacion del

monomero TEGDMA en la sintesis de estas
formulaciones tiene por objetivo contribuir a la
neutralizacion de la hidrofobicidad derivada de la
larga cadena alifatica lateral del MVE y mejorar la
adherencia a la superficie del hueso gracias a la
produccion de una red entrecruzada. El hecho de
haber medido unos elevados niveles de
citotoxicidad para el TEGDMA no tiene porqué
derivarse en un incremento de la toxicidad de los
sistemas en los que participa, ya que las bajas
proporciones en las que se va a emplear y su
elevada reactividad garantizan que la totalidad del
monoémero tetrafuncional adicionado va a
copolimerizar.

Las diluciones preparadas a partir del MVE se
han realizado adicionando el surfactante TWEEN
80, debido al caracter hidrofébico de este
compuesto. Este hecho podria haber impedido la
obtencion de unos resultados aun mejores para este
monodmero, ya que, como puede verse en la Figura
2a, se ha detectado un patron en la evolucion de la
citotoxicidad del MVE muy similar al del propio
surfactante. Con el fin de analizar la influencia que
tiene la adicion de este surfactante sobre la toxicidad
medida para el MVE, se ha realizado un analisis de
la varianza, incluyendo como factores el aditivo
(MVE o TWEEN 80) y la dilucion. Los resultados
obtenidos en este analisis indican que no existen
diferencias significativas entre los valores medidos
para el monomero y el surfactante (F ,=0,67;
p=0,415354), ni tampoco en la interaccion de los
factores aditivo y dilucion (F, 1=0,11; P=0,999982),
lo que indica que la citotoxicidad medida para el
MVE podria ser incluso inferior, debiéndose en
parte al surfactante TWEEN 80 afiadido.

En el caso del MVE, se ha obtenido un valor
IC,, de 14,06 mmol/l, concentracion elevada pero
inferior a la medida para el MMA en otros estudios
[13], lo que puede relacionarse con la tendencia al
aumento de la citotoxicidad en la serie de
metacrilatos conforme se incrementa la longitud de
la cadena lateral del sustituyente ester. La baja
citotoxicidad detectada para el MVE puede
responder a la presencia de residuos de vitamina
E, que actuarian favoreciendo la estabilidad e
integridad de las membranas bioldgicas [24].

La citotoxicidad de los BFs se ha analizado
empleando el reactivo AB, en lugar del MTT, debido
a que los dos nuevos BFs interaccionaban con este
ultimo reactivo. Como puede observarse en la
Figura 2b, no existen grandes diferencias entre los
resultados obtenidos para los tres BFs. Los valores
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de concentracion IC,, obtenidos a partir de ellas
indican que el APBP resulta ser el menos toxico
(IC,;=15,56 mmol/l), a continuacion se sitaa el
alendronato (IC,=9,86 mmol/l) y, por tlltimo el IBP
(IC,;=6,25 mmol/l). Los niveles de citotoxicidad
mostrados por estos tres BFs pueden considerarse
bajos [13].

El ensayo MTT se ha aplicado de nuevo para
analizar la liberacion de componentes toxicos al
medio de cultivo por parte de los sistemas estudiados
[14]. Como puede observarse en la Figura 3, no se
han detectado niveles elevados de citotoxicidad en
los lixiviados de ninguna de las formulaciones
estudiadas, alcanzando la viabilidad celular valores
superiores al 90% de los obtenidos para el
control TMX a 1, 2 y 7 dias para todos las
formulaciones.

A pesar de que las diferencias entre los
diferentes sistemas de liberacion detectadas en este
ensayo han sido minimas, las muestras del sistema
APBP han presentado una viabilidad celular
superior a la medida en las muestras cultivadas
empleando los lixiviados de IBP y ALN. De hecho,

las muestras cultivadas empleando los eluyentes
de APBP obtenidos a 7 dias no presentan
diferencias significativas con respecto a las
cultivadas empleando los extractos del control
TMX. Este hecho se ve reforzado tras observar
bajo microscopia Optica las muestras cultivadas
durante 24 y 96 h con los eluyentes potencialmente
mas toxicos, los obtenidos a 1 y 2 dias (Figura 4),
en las que se aprecia que la densidad de células
difiere sensiblemente entre las muestras cultivadas
con los eluyentes obtenidos a partir de los tres BFs,
siendo superior en ambos experimentos para el
sistema APBP, tanto con los extractos obtenidos a
1 dia como con los obtenidos a 2 dias. Las muestras
de IBP han experimentado una proliferacion celular
inferior a las de APBP, pero claramente superior a
la de las muestras cultivadas con los extractos
obtenidos a partir del sistema ALN. A pesar de
haber encontrado diferencias en el comportamiento
de los cultivos desarrollados con los eluyentes
obtenidos a partir de los distintos sistemas, no se
han detectado alteraciones celulares importantes
en estos cultivos (Figura 5).
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Figura 3. Resultados del ensayo MTT para el control TMX y las formulaciones SASC,
ALN, IBPy APBP. Se representa la media + desviacion estandar (n=16; *: p<0,05, **:

p<0,01, ***: p<0,001)
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Figura 4. Micrografias obtenidas al microscopio 6ptico (200X) de los cultivos de
fibroblastos humanos mantenidos durante 24 y 96 h con los eluyentes obtenidos a 1 y 2
dias a partir del control TMX y las formulaciones SASC, ALN, IBP y APBP

i 4T

Figura 5. Micrografias obtenidas al microscopio 6ptico (400X) de los cultivos de
fibroblastos humanos mantenidos durante 96 h con los eluyentes obtenidos a 1 dia a partir
del control TM Xy las formulaciones SASC, ALN, IBP y APBP
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Se han realizado asi mismo una serie de ensayos
para analizar el comportamiento de los cultivos de
fibroblastos cuando se establecen directamente
sobre la superficie de las formulaciones
desarrolladas. Los resultados obtenidos en el
primero de estos ensayos (Figura 6), completado
empleando el reactivo AB [16], indican que los
cultivos sembrados sobre las muestras APBP
presentan una tendencia en la proliferacion celular
similar a la del control TMX, incrementandose el
numero de células entre 1y 14 dias. Los resultados
obtenidos para esta formulacion mejoran incluso a
los del sistema acrilico sin carga (SASC),
obteniéndose lecturas mayores a 14, en este caso
con diferencias significativas, y 21 dias, indicando
que la presencia de este BF incremento la
proliferacion celular y mejord la adhesion. Los
resultados obtenidos para el sistema IBP presentan
una tendencia similar, aunque los niveles medidos
han sido inferiores a los obtenidos para el cemento

portador de APBP. Los valores medidos para el
cemento ALN han sido inferiores a los obtenidos
para los sistemas IBP y APBP durante todo el
periodo de estudio.

Paralelamente, se han cultivado fibroblastos
embrionarios humanos sobre la superficie de
muestras correspondientes al control TMX y a los
cementos SASC, ALN, IBP y APBP durante 24 y
48 h, transcurridas las cuales estos cultivos se han
fijado, metalizado y observado bajo MEB (Figura
7). En todos los casos se han detectado células
adheridas a la superficie de las formulaciones, si
bien su densidad en el cemento ALN fue, tanto a
24 como a 48 h, claramente inferior a la encontrada
para los otros dos cementos portadores de
bisfosfonatos. No se han encontrado diferencias
marcadas entre las muestras correspondientes a
IBP y APBP, lo que coincide con los resultados
obtenidos en el ensayo Alamar Blue a 1y 3 dias, y
tampoco entre éstas y el control TMX.
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Figura 6. Resultados del ensayo Alamar Blue para el control TMX y las formulaciones
SASC, ALN, IBPy APBP. Se representa la media + desviacion estdndar (n=16) y el nivel
de significacion obtenido en los Anovas frente a TMX (**: p<0,01, ***: p<0,001) y
frente a SASC (§: p<0,05, §§: p<0,01, §§§: p<0,001)



Adicionalmente, cabe destacar que las particulas
blancas que aparecen en las micrografias de los
sistemas sintetizados corresponden al agente
radiopaco (ZrO,) incluido en estas formulaciones.

Al analizar las imagenes a mayores aumentos
(Figura 8), se aprecia que las células que forman

parte de los cultivos establecidos sobre la
formulacion ALN presentan una actividad y unos
niveles de adhesion inferiores a los de las células
que componen los cultivos sembrados sobre los
otros dos sistemas de liberacion, el SASC y el control
negativo.

Figura 7. Micrografias obtenidas en SEM (500x) de los cultivos establecidos sobre el
control TMXy los cementos SASC, ALN, IBP y APBP, transcurridas 48 horas desde el

establecimiento del cultivo

Figura 8. Micrografias obtenidas en SEM (1000x) de los cultivos establecidos sobre el
control TMXy los cementos SASC, ALN, IBP y APBP, transcurridas 48 horas desde el

establecimiento del cultivo
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La actividad celular que se desarrolla sobre la
superficie de las formulaciones se ha evaluado de
nuevo durante un periodo de 21 dias, mediante la
aplicacion del ensayo de cuantificacion del ADN
total [20]. Los resultados de este ensayo, que se
muestran en la Figura 9, evidencian un incremento
significativo en el ADN celular total a 7, 14 y 21
dias para IBP, y a 14 y 21 dias para el APBP, con
respecto al SASC, mientras que los cultivos
establecidos sobre muestras del cemento ALN
mostraron un descenso significativo a 14 dias con
respecto al SASC. Los valores obtenidos para el
sistema APBP son incluso superiores que los del
control TMX a 21 dias, no detectandose diferencias
significativas en el resto de las lecturas.

Estos resultados, junto con los obtenidos en el
ensayo AB y las observaciones realizadas bajo
MEB, permiten concluir que los cementos que
contiene los nuevos BFs sintetizados, APBP ¢ IBP,

produjeron una mejora en el crecimiento y
proliferacion celular en comparacion con el cemento
portador de alendronato. Ademas, ambos cementos
ofrecen unos resultados, en muchos casos,
superiores a los obtenidos para el SASC.

Para completar el estudio, se ha cuantificado
durante un periodo de 7 dias la muerte celular que
tiene lugar en cultivos sembrados sobre la superficie
del control TMX y los cementos SASC, ALN, IBP
y APBP, mediante la deteccion de la enzima LDH
[21,22] (Figura 10). Los resultados obtenidos
sugieren que Unicamente para el cemento portador
del BF comercial (ALN) a 7 dias se alcanzan niveles
de mortalidad celular significativamente superiores
a los obtenidos para el control. En el resto de los
casos, este parametro se mantiene en un rango
similar al exhibido por el TMX, incluso el cemento
APBP a 7 dias rebaja significativamente la muerte
celular obtenida para este control.
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Figura 9. Contenido de ADN (pg/ml) en células lisadas. Se han sembrado fibroblastos
embrionarios humanos durante un periodo de 21 dias en el control TM Xy las formulaciones
SASC, ALN, IBPy APBP. Se representa la media + desviacion estandar (n=16) y el nivel
de significacion obtenido en los Anovas frente a TMX ( *: p<0,05) y frente a SASC (§:

p<0,05, §§: p<0,01, §§§: p<0,001)



Conclusiones

Los estudios de biocompatibilidad in vitro de
sistemas autocurables derivados de la vitamina E y
cargados con el 4acido [1-hidroxi-2-[4-
aminofenil]etano-1,1-difosfénico (APBP) o el acido

1-hidroxi-2-[3-indolil]etano-1,1-difosfonico (IBP)
permiten afirmar que estos sistemas presentan una
citotoxicidad inferior a la mostrada por el sistema
cargado con el bisfosfonato comercializado
alendronato, y favorecen el crecimiento celular y
la proliferacion.
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Figura 10. Resultados del ensayo LDH para el control TMX y los cementos SASC,
ALN, IBP y APBP. Se representa la media + desviacion estandar (n=8) y el nivel de
significacion obtenido en los Anovas frente a TMX ( **: p<0,01, ***: p<0,001)
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