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RESUMEN (en espaiiol)

La complicacién mas importante de las artroplastias de cadera con friccion metal-
metal es el desgaste de los componentes con el secundario traspaso de iones
metalicos al torrente sanguineo y partes blandas periprotésicas, sobre todo de Cromo
y Cobalto. Se ha publicado que algunos modelos de artroplastias metal-metal pueden
producir complicaciones clinicas derivadas de una excesiva presencia de iones
metdlicos liberados al organismo, sobre todo a nivel renal, hepatico, neuroldgico...
originando también pseudotumores articulares denominadas ALVAL (Aseptic
lymphocyte-dominant vasculitis-associated lesion).

Objetivo: Nuestro objetivo ha sido estudiar, en pacientes portadores de artroplastias
de cadera metal-metal, la presencia de metales en matrices bioldgicas (suero, orina y
cabello) y conocer su evolucién con el paso del tiempo o con la extraccion del
implante.

Pacientes y métodos: En 45 pacientes con una artroplastia de superficie metal-metal
se ha realizado una determinacién de los niveles de Cromo, Cobalto y Molibdeno en
cabello alos 3, 4, 5y 6 afios desde el implante. La edad media fue de 57,5 afios, 2 eran
mujeres. En 11 pacientes fue necesaria una reintervencion para extraccién de la
artroplastia original e implante de un nuevo modelo con friccién metal-polietileno.

Resultados: Los niveles medios determinados en suero fueron para Cromo 8,29 mg/L
(DE 17,97) y para Cobalto 8,38 mg/L (DE 21,97), mientras que en orina, los niveles
fueron de 16,20 mg/L (DE 32,55) y 75,40 mg/L (DE 190,86) respectivamente. En
cabello, los niveles medios de Cromo fueron de 163,27 mg/g (DE 300,62), Cobalto
61,98 mg/g (DE 126,48), y Molibdeno 31,36 mg/g (DE 37,86). Se observd una elevada
concordancia entre las determinaciones de Cromo en orina y en suero y entre el
Cobalto en orina y cabello. Se detectdé una concordancia moderada entre Cobalto en
orina y suero y entre Cobalto en cabello y en suero. Las cifras medias de metales en
cabello fueron Cromo 163,27 ppm, Cobalto 61,98 ppm y Molibdeno 31,36 ppm, muy
por encima de los niveles referidos en la poblacion general. En los pacientes
reintervenidos para extraccion de la artroplastia, se observd al afio de la intervencidn,
una disminucion del 43,8% en los niveles de Cromo, del 51,1% en Molibdeno y del
90,3% en Cobalto.

Conclusiones: En las artroplastias de cadera con friccion metal-metal se aprecia una
alta concentracidon de metales en sangre, orina y cabello, que disminuye cuando dicho
implante es extraido. La determinacion de iones en cabello puede ser un buen
marcador de la intoxicacién por metales que sucede en estos modelos artroplasticos.




RESUMEN (en Inglés)

Introduction: The most important complication of hip arthroplasty with metal-metal
friction is the component wear with the secondary transfer of metal ions into the
bloodstream and periprosthetic soft tissue, especially Chromium and Cobalt. It has
been reported that some models of metal-metal arthroplasty can produce clinical
complications resulting from excessive presence of metal ions released into the body,
especially at renal, hepatic, neurological level... also causing joint called pseudotumor
ALVAL (Aseptic lymphocyte-dominant vasculitis-associated lesion).

Objective: Our aim was to study the presence of metals in biological matrices (serum,
urine and hair) and to track trends over time or implant removal in patients with
metal-metal hip replacements.

Patients and methods: A determination of Chromium, Cobalt and Molybdenum hair
levels at 3, 4, 5 and 6 years after implantation, in 45 patients with metal-metal hip
resurfacing, was made The mean age was 57,5 years, 2 were women. In 11 patients,
reintervention for removal of the original arthroplasty, and implantation of a new
model with friction metal-polyethylene was necessary.

Results: In hair, the average levels of Chromium were 163,27 mg/g (SD 300,62), Cobalt
61,98 mg/g (SD 126,48), and Molybdenum 31,36 mg/g (SD 37,86). Concordance
between Chromium determinations in urine and serum and between Cobalt
determinations in urine and hair was observed. A moderate correlation between
urinary and serum Cobalt levels and between hair and serum Cobalt levels was
detected. The average figures of metals in hair were 163,27 ppm Chromium, 61,98
ppm Cobalt and 31,36 ppm Molybdenum, well above the levels reported in the
general population. In patients reoperated for removal of arthroplasty was found, a
year after surgery, a 43,8% decrease in the levels of Chromium, 51,1% Molybdenum
and 90,3% Cobalt.

Conclusions: In hip arthroplasty with metal-metal friction a high concentration of
metals in blood, urine and hair can be seen, decreasing when the implant is removed.
The determination of ions in hair may be a good marker for metal poisoning, that
happens in these devices.
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A.1. PROTESIS E IMPLANTES

Se trata de dispositivos artificiales utilizados para mejorar o sustituir (total o
parcialmente), una estructura (érgano, tejido...etc.) o una funcién fisiologica del
cuerpo humano. Esta definicién abarca, por tanto, una amplia gama de dispositivos
desde dientes postizos hasta artroplastias (de cadera, rodilla...), bandas gastricas,

valvulas cardiacas...

Figura 1: Dedo falso encontrado en una momia enterrada cerca de Luxor. Imagen tomada de J L Finch
con permiso del Museo Egipcio, Cairo, Egiptol.

La primera prétesis conocida se encuentra en El Cairo, Egipto y se estima que fue
construida entre los afos 1000 y 600 A.C. Estd compuesta por madera y cuero
conformando un pie artificial (Figura 1). A lo largo de la historia distintas disciplinas
(Quimica, Bioingenieria, Medicina...) han aunado su conocimiento para desarrollar
protesis de materiales adecuados para diversos fines. En los dltimos tiempos este
desarrollo ha sido exponencial debido al aumento de la esperanza de vida de la
poblacién. Se estima que en el afio 2050 la poblacién que ronde los 80 afos se
multiplicara por cinco. Dicha longevidad, junto con el desarrollo de las técnicas
quirdrgicas y la necesidad social de mantener la calidad de vida, han incrementado el

perfeccionamiento de estos dispositivos y su utilizacién. En la actualidad, se estima que
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mas de cincuenta millones de personas son portadoras de alguna proétesis. En la Figura

2 podemos observar la diversa disponibilidad y aplicacidn de las protesis.

Placa de titanio
Para reparar fracharas y danos
cansados en accidentes

Ojo cristal
Implante dentalles Nanz silicona
De Titanio b Y s
S . ja ona
Barbilla de silicona g y
. i Se ajusta al lmezo con tamillo de
Laringe artificial Eifani

Traquea artificial Clavos intramedulares para humero.
Reemplaza a la natural en De titamio

pacientes que tras un Aticulacion artificial de hombro

cancer La han perdido
Implante de mama de
Marcapasos silicona
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Seis fubit ilicos imsertad
£ impiden la ovulacion
Valvulas cardiacas Placa de titanio
dedos.
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L ificial
Clavos intramedulares
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Articulacion de tobillo D tianin
De titaruo

Figura 2: Representacion de diversas localizaciones donde pueden ser implantados prétesis y otros
biomateriales en el cuerpo humano. Imagen tomada del
sitio:http://www.unizar.es/icma/divuIgacion/pdf/iberZentrum/biomateriaIesHombreBionico.pdfa.



INTRODUCCION

Las posibles localizaciones son:

v Sistema esqueleto-muscular: articulaciones y miembros artificiales permanentes.

v' Sistema cardiovascular: corazdn (vélvula, pared, marcapasos, corazdn entero),

arterias y venas.
v' Sistema digestivo: eséfago, conductos biliares e higado.
v' Sentidos: cérneas, cristalino, implantes cocleares.
v" Implantes cosméticos: maxilofaciales, implantes mamarios, etc.
v' Sistema genitourinario: rifiones, uréter, uretra y vejiga.
v' Sistema nervioso.

Los implantes mas utilizados son las prétesis articulares y las dentales.

A.1.1. Protesis articular de cadera

Las protesis articulares son dispositivos destinados a suplir la funcién de una

articulacion dafiada. Las principales indicaciones para su utilizacién son:

v/ Osteoartritis o artrosis, en las que se produce degeneracion del cartilago y del

hueso adyacente.

v" Procesos reumaticos: inflamacidon de la membrana sinovial que produce dolor y

rigidez.

v'  Enfermedades generales o locales de la articulacidn: infeccidn, traumatismos,

necrosis dseas, etc.
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A) B)
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Figura 3: Comparacion de una cadera normal a) y con artrosis b). Imagen tomada del sitio
http://www.micadera.es/en/unidad_cadera/patoIogias/artrosis_cadera4.

La causa mdas comun es la artrosis (Figura 3) que aumenta con la edad afectando al

85% de la poblacién anciana e invalidando a un 10% de los mayores de 60 afios”.

Se denomina artroplastia a la operacidn quirurgica mediante la que se procede a
implantar una protesis articular. Es una de las intervenciones de mayor impacto en la
actividad de los servicios de cirugia ortopédica en los hospitales de todo el mundo.® En
Europa se estima una tasa de 550.000 artroplastias de cadera al afio mientras que en

Espafia las artroplastias de cadera rondan las 35.000 y de rodilla en torno a 20.000"%.

La artroplastia total de cadera (ATC) es una técnica habitual que surgié en el ultimo
tercio del siglo XX gracias a la colaboracidn de Sir John Charnley (cirujano ortopédico
inglés) entre otros y a equipos de ingenieros biomecdanicos e industriales. Con el
tiempo, se han ido desarrollando prétesis de rodilla, hombro, codo..., que se practican

con menos frecuencia que las de cadera.

La articulacidon de la cadera estd formada por la cabeza femoral (parte superior del
fémur) que se articula en el acetdbulo (cavidad situada en la pelvis). La artroplastia de
cadera convencional consiste en la sustitucion de estos componentes por otros
artificiales. Como consecuencia, la prétesis total de cadera consta de una copa
acetabular que se fija a la pelvis y sirve de asiento a una esfera (cabeza femoral), cuyo
vastago (tallo femoral) es incrustado en el fémur. Las artroplastias de recubrimiento
consisten en la sustitucion de la zona superficial de la cabeza mediante la implantacion

de un componente a modo de copa, que se articula sobre otra copa acetabular. Ambas
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copas pueden ir sujetas al hueso mediante cemento 6seo o a través de superficies

porosas (Figura 4).

PROTESIS

Si el paciente no puede realizar su vida diaria con normalidad, se recomienda
reemplazar la articulacion por una prétesis artificial. Las hay de dos tipos:

p> DE RECUBRIMIENTO
La cabeza de fémur y el acetabulo se
tallan y se recubren con piezas
metélicas. Debe hacerlo un cirujano
muy experimentado

Aconsejables en
menores de 65 anos.

Si se deteriora, se
reemplaza por una
protesis total

P MATERIALES
OMetal  OPolietileno

De recubrimiento

@ Ceramica

Prétesis totales

P> PROTESIS TOTALES

La operacion dura una
hora y requiere una
incision de 10cm

’

Se elimina por completo al cabeza y el cuello del fémur. Hay dos tipos,
segun la longitud del vastago (pieza que se inserta el el fémur):

MINIVASTAGO

Hueso eliminado

Véstago

LU EL-TL

Se encajan en el
hueso (no se usa
cemento)

*Varia segun la
talla del
paciente

Completamente Combinacién Para mayores Para menores
metélica es mas poco usada de 70 anos de 70 anos
duradera | ;
Q @ Vastago
siempre
‘ metalico

CONVENCIONALES

Vastago —

W10z

Se fijan con
cemento o se
encajan

Actualmente se
colocan prétesis
con el vastago lo
mas corto posible
(A), ya que si se
recambia la
prétesis, se debe
instalar otro mas
largo (B) para
asentarlo sobre
hueso intacto

Figura 4: Tipos de artroplastias de cadera. Imagen tomada del sitio http://www.cun.es/material-
audiovisuaI/infografia/protesis-caderag.

Los objetivos de ambos tipos de artroplastias son obtener una articulacidon funcional,

preservar el hueso y conseguir una fijacién correcta. Hay una serie de factores

importantes en el proceso de fabricaciéon de estos implantes que influyen de manera

determinante sobre esos objetivos como es la geometria de las superficies, la

esfericidad, la rugosidad y la composicion de la aleacién metalica. Estas caracteristicas

influyen también en la tasa de desgaste de los materiales.

A pesar de que en la actualidad los resultados de las ATC son satisfactorios ya que la

tasa de supervivencia de la protesis se sitla en un 95 % a los 10 afios de su
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implantacidn existen varios problemas que pueden suponer el fracaso de la prétesis
con el paso de los afios. Uno es la dificultad de fijaciéon de los componentes de la
protesis al hueso, otro el desgaste y otro los problemas causados por los productos
liberados como consecuencia de la degradacién de los materiales que constituyen

estos dispositivos.

A.1.2. Historia de la protesis total de cadera

La artroplastia total de la cadera ha supuesto un inmenso avance en el campo de la
cirugia ortopédica a lo largo de su historia. Paulatinamente, desde los inicios en los que
se realizaron los primeros intentos para sustituir una cadera lesionada por un

elemento artificial, se han empleado diversos materiales con resultados dispares.

Durante el primer cuarto de siglo XX se empelaron materiales biolégicos e inorganicos.
Se trataba de artroplastias de interposicién con tejidos blandos periarticulares™.
Verneuil en 1860 empled tejido muscular, grasa y fascia. Posteriormente Murphy11 en
1902 utilizé colgajos musculares, fascia rodeada de grasa y fascia sola como material
de interposicion. Loewe'? en 1913 utilizd piel y Robert Jones en 1912 comenzd a
utilizar materiales inorgdnicos como laminas de oro. Incluso se utilizd6 submucosa de
vejiga de cerdo (Baer en 1918). Putti en 1921, Campbell en 1926 y MacAusland
utilizaron injertos de fascia lata como material de interposicion. Los resultados de
estos primeros intentos de remodelacién articular eran impredecibles, siendo el dolor
residual y la rigidez articular la principal causa de fracaso. En 1923, Smith-Petersen
introdujo el concepto de “artroplastia de molde” como una alternativa a la membrana
de interposicién. En un inicio se eligié cristal para ser posteriormente sustituido por
materiales mas resistentes y eldsticos como la celulosa, la cual fue abandonada por
inducir importantes reacciones a cuerpo extrafio. Se probaron otros materiales mas
duraderos (Pirex® en 1933, baquelita en 1937) pero se desecharon debido a su
fragilidad. No fue hasta el desarrollo del vitalium en 1938 cuando se dispuso de

implantes de duracién suficiente (Figuras 5y 6).
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Figura 5: Cupula de Vitalio de Smith-Petersen. Imagen tomada del sitio:
http://www.sirirajmedj.com/content.php?content_id=2691

Figura 6: Radiografia tras implante de ctipula de Smith Petersen. Imagen tomada del sitio:
http://www.sirirajmedj.com/content.php?content_id=2691".

En 1957, Aufranc’® obtuvo resultados positivos en un 82% de las 1.000 caderas
intervenidas con la copa de Vitalium de Smith-Petersen. En 1952 los hermanos
Judet® publicaron los resultados de 300 casos de su prétesis de cabeza femoral acrilica

(Figura 7).
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Figura 7: Prétesis original de Judet de material acrilico. Imagen tomada del sitio
http://www.charnleyresearch.co.uk/early_years.html|*®.

La experiencia con este implante evidencié que la fragmentacion del material acrilico
con el desgaste resultante producia una reaccién tisular intensa incluyendo

destruccidn dsea.

El siguiente paso en la evolucidn de la artroplastia de cadera consistié en el disefio de

endoprétesis metalicas con vastagos medulares para la fijacion esquelética. Los dos
. . 17

modelos mas populares fueron desarrollados en Estados Unidos por Fred Thompson

en 1950 y A.T. Moore™® en 1952(Figura 8).

Figura 8: Proétesis de Moore (izda.) y Thompson (dcha). Imagen tomada del sitio
http://www.museumofheaIthcare.ca/expIore/exhibits/joints/earIy-designs.htmllg.
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Los vastagos mas largos permitian la transmision de las fuerzas de soporte de peso a lo
largo del eje del fémur, en lugar de generar fuerzas de cizallamiento a nivel del cuello
femoral como ocurria en la protesis acrilica de los hermanos Judet. El primer intento

de sustituir ambas superficies articulares se realizé en 1938 con la prétesis de Wiles

(Fig. 9).

»

|

ml
Figura 9: Prétesis de Wiles. Imagen tomada del

sitio:http://www.museumofhealthcare.ca/explore/exhibits/joints/early-designs.html*®.

Wiles desarrollé una articulacion metal-metal (M-M) con un componente acetabular y
otro femoral con un vastago corto en cuello femoral y fijado al fémur proximal con una
placa. Se implantaron 8 de estas protesis, sin que se conozcan hoy en dia los resultados
a largo plazo, puesto que toda la documentacién se perdid durante la Segunda Guerra

Mundial®®.

En los afios cincuenta se desarrollaron las endoprotesis totales. Los primeros disefos
fueron los realizados por McKee vy Farrar™. Las primeras protesis de McKee estaban
hechas de acero. En 1956 se sustituyé por una aleacién de Cromo (Cr)-Cobalto (Co). En
1965 este cirujano desarrolld un nuevo sistema con un cuello mas delgado junto con J.
Farrar por lo que actualmente se conoce como proétesis de McKee-Farrar. (Fig. 10). En
1965 investigd también en el vastago de la prétesis y lanzé al mercado un disefio de

cuello mas delgado.
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Figura 10: Protesis de McKee-Farrar. Imagen tomada del sitio:
http://bonesmart.org/forum/threads/helIo—nearIy-4-weeks-post-Ithr.5840/page-221.

En Moscu, K.M. Sivash implanté en 1959 el primer cotilo sin cementar de una
articulacion M-M (Figura 11). En un principio se fabricé en acero y, posteriormente, en

Cobalto®.

IJ

Figura 11: Prétesis de Sivash. Imagen tomada del sitio:
http://www.healio.com/orthopedics/hip/journals/ortho/2009-3-32-3/{aaf8638d-a6ad-41cd-al6d-
91df4b68ce0b}/the-sivash-constrained-acetabular-cupzz.

Ring23, en Inglaterra desarrollé en 1964 un cotilo sin cementar atornillado a la pelvis,
también con articulacion M-M que combind con una prétesis clasica de Moore (Fig. 8).

Todas estas proétesis empleaban el par M-M vy, no dieron resultados satisfactorios

10
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(dolor y aflojamiento temprano). El punto de inflexién en este campo fue llevado a

. . 24,25,26,27,28,2
cabo por los trabajos de Sir John Charnley >#2>2%27:2829,

El principal cambio que llevé a la era del par metal-polietileno fue la utilizacion del
cemento acrilico fraguado al frio (polimetilmetacrilato o PMMA) para la fijacion al
hueso de los componentes protésicos, y la utilizacién de materiales plasticos como el
polietileno en el lado acetabular para la friccion con el componente metdlico de la
cabeza femoral. Posteriormente se fueron introduciendo modificaciones como la
cementacion tanto del vastago femoral como de la copa de plastico con cemento para
fijar con seguridad los componentes en el hueso y transferir las fuerzas de un modo
mas uniforme. M4s tarde, debido al desgaste y a la reaccion tisular excesiva, sustituyo
el politetrafluoretilo por polietileno de alta densidad (HDPE) y mas adelante por

polietileno de peso molecular ultra elevado (PMUE) (Figura 12).

Figura 12: Prétesis de Charnley. Imagen tomada del sitio:
http://charnleyresearch.co.uk/low_friction.htm!*.

Este nuevo par de friccidén aportd mejores resultados clinicos inmediatos que el par M-
M utilizado hasta entonces y como consecuencia, se abandond el empleo de las
protesis fabricadas enteramente de metal. Los trabajos publicados en los afios
posteriores (década de los setenta) y de seguimiento a largo plazo evidenciaron el

buen resultado clinico de estas prétesis31'32'33’34.

Actualmente, el concepto basico de Charnley de artroplastia de baja friccion y la

utilizacidn del par metal-polietileno es aun el “gold-estandar” de la artroplastia total de

11
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cadera. Los resultados clinicos de la prétesis de Charnley son hoy dia referencia
obligada para evaluar el rendimiento de otras artroplastias. En la historia de las ATC
han quedado modelos denominados de doble cupula como los disefiados por Wagner,
Freeman, etc. que sélo se utilizaron unos afios y se abandonaron por los malos

resultados ofrecidos a corto plazo.

A.1.2.1.Estado actual de la artroplastia total de cadera

Actualmente se continuda investigando en el campo de las ATC para mejorar resultados,

sobre todo en referencia al grupo de pacientes mas jévenes.

En cuanto a los materiales que conforman el vastago, se ha pasado del acero
inoxidable a aleaciones Cromo-Cobalto, y de estas, a las de Titanio, mas resistentes y
biocompatibles. La cabeza femoral ha modificado su tamafio, y en lugar del acero se
prefiere Cr-Co, asi como también la utilizacién de compuestos ceramicos (Aluminio o
Circonio). Se ha aumentado el peso molecular del polietileno del cotilo. El anclaje de
este Ultimo al acetabulo se ha visto reforzado mediante una cupula metadlica (“metal-
back”) que soporta al componente de polietileno. Se ha tratado de eliminar el uso del
cemento para la fijacidn de los componentes empleando nuevas técnicas de fijacidon
como el bloqueo mecanico (“press fit”) y el recubrimiento poroso del vdstago para
aumentar su superficie en un intento de que el crecimiento dseo fije el vastago.
Ademas se ha anadido un recubrimiento de los componentes con hidroxiapatita para
intentar que el tejido dseo se una quimicamente a la hidroxiapatita, y que sea dicha
unién la que produzca la fijacion del implante. Finalmente se han introducido nuevas
técnicas para mejorar la cementacidon: preparacion del cemento mediante
centrifugacion y vacio para reducir su porosidad, inyeccidon a presidon en el canal y
oclusiéon del conducto medular para aumentar su llenado y favorecer la presurizacidon

del cemento, centrado del vastago para garantizar una correcta capa de cemento, etc.

A medida que los avances técnicos mejoran la duracion de los implantes, surgen

nuevos problemas, en especial los relacionados con el desgaste de las superficies

12
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articulares. El desarrollo de nuevos materiales como las ceramicas trata de mejorar el
par de friccion para disminuir este desgaste. En este sentido se fueron desarrollando y
mejorando pares de friccién abandonados hace afios como el par M-M. Con el objetivo
de ser mas conservadores a la hora de preservar el maximo “stock” éseo posible,
especialmente en pacientes mas jovenes, se han ido desarrollando nuevos implantes
como las modernas proétesis de recubrimiento retomando la antigua idea de la prétesis
de recubrimiento de Smith-Petersen, o la utilizacién de minivastagos femorales.
Debido a la existencia de un amplio abanico de modelos de ATC en el mercado,
aumenta la dificultad en la labor de revisidn cronoldgica de los principales desarrollos.
En general, los disefios y las técnicas quirdrgicas actuales han incrementado la vida
media prevista de las protesis totales de cadera a mas de 15 o 20 afos. La
supervivencia de los primeros disefios se conoce, pero no asi de los nuevos implantes
para los que el tiempo transcurrido no ha sido suficiente para presentar fracasos.
Estudios clinicos demuestran que la supervivencia de estos implantes pueden superar
el 96% de supervivencia a los 20 afios™. Las preocupaciones principales se deben al
desgaste de la superficie de carga y la perdida de substrato éseo, como consecuencia
de la ostedlisis generada por las particulas de desgaste, y que constituye el principal

factor de aflojamiento aséptico tardio de la proétesis.

A pesar de estos problemas, actualmente se puede afirmar que las tasas de buenos
resultados con estos dispositivos son muy elevadas junto con el grado de satisfaccién

de los pacientes.

A.1.2.2. Modelo ASR® de la compaiia de implantes DEPUY

Debido al éxito de algunas prétesis de cadera, de recubrimiento o superficie, sobre
todo la llamada Birmingham Hip Resurfacing (BHR), otras compafiias tenian que
realizar un nuevo disefio para no perder cuota de mercado por lo que comenzd una
discola competicion entre las distintas empresas fabricantes de implantes de cadera.
Asi sucedid con la protesis que estudiaremos a continuacion y que fue comercializada

por la compaiiia De Puy a principios de la primera década del presente siglo.

13
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El 24 de Agosto de 2010, la compaiia DePuy, filial Americana de la multinacional
Johnson & Johnson, retird las protesis ASR® (articular Surface Replacement) del
mercado. Las alteraciones patoldgicas que estas prdtesis producian eran variadas. Las
particulas de desgaste generaban una reaccion que destruia los tejidos blancos
circundantes, produciendo una gran discapacidad a largo plazo. Los iones Cr y Co
alcanzaban niveles elevados en sangre y fluido espinal de algunos pacientes. Los
efectos a largo plazo son inciertos pero la FDA (Food and Drugs Administration)
americana, otras agencias y sociedades cientificas recomendaron la monitorizacion de
los pacientes analizando efectos sistémicos, principalmente cardiovasculares,

neuroldgicos, renales, y a nivel de tiroides®.

El nimero de implantes de este modelo practicados en Espafia se sitUa en torno a unas

3.000 protesis, 40.000 en la Unidn Europea y 93.000 en todo el mundo.

Figura 13: Prétesis de recubrimiento ASR®. Imagen tomada del sitio:
http://www.bmj.com/content/342/bmj.d2905.fuII.pdf+htmI36.

La protesis ASR® es una proétesis de cadera M-M fabricada con aleacion Cr-Co (Figura
13). Estaba disponible en distintos tamafios tanto para la artroplastia total (ASR® XL)
como para la de recubrimiento (ASR® resurfacing). Con los ultimos avances producidos
en términos de ingenieria, las prétesis idoneas para pacientes jévenes consistirian en
superficies M-M que, en condiciones favorables, no presentarian un importante
desgaste ya que entre las superficies se atraparia una capa de fluido que lo

impedirl'a37’38.

14
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En 2003 los dispositivos ASR® DePuy llegaron al mercado europeo clasificados como
dispositivos llb, lo que significa que no necesitaban ser testados en pacientes antes de
ser comercializados en el mercado europeo. De acuerdo con la compainia DePuy se
realizaron en algunos laboratorios pruebas con simuladores para evaluar el desgaste
con el tiempo, los materiales empleados y la fortaleza de los dispositivos. No obstante,
esta informacién no tiene acceso publico y es conocida por la compaiia y el cuerpo
notificado®®, que en este caso fué la compafifa britanica BSI “British Standards

Institution”*°

. Debe remarcarse que la BSI es una de las compaiiias privadas que realiza
las aprobaciones precomercializacion en nombre de los gobiernos de la Unidn

Europea.

La ausencia de ensayos clinicos precomercializacién continda siendo una causa de
preocupacion desde el caso 3M Capital Hip, modelo de ATC que hubo que retirar hace
anos por los malos resultados ofrecidos. Por otra parte, la inglesa Medicines and
Healthcare Products Regulatory Agency (MHRA) afirma que los ensayos clinicos deben
ser lo suficientemente pequefios y cortos para detectar problemas
precomercializacion. Se sabe que las primeras complicaciones emergieron alrededor
de 2 afios después de la implantacién del modelo ASR®. Debe remarcarse que los test
de simulacidn no son fiables por completo ya que, como se expone en una publicacién
de la compaiiia Smith and Nephew, los simuladores no representan el ambiente

biolégico‘u.

Debido a la normativa mdas estricta en Estados Unidos, se consideraba que el
recubrimiento era una nueva técnica y que tenia que ser aprobada por la FDA en un
riguroso proceso precomercializacion. La FDA insté a DePuy a realizar un ensayo clinico
y finalmente desestimo su aprobacion. En 2008, |la agencia francesa Haute Autorité de
Santé denegd la financiacion del sistema ASR® debido al elevado ratio de fractura a los

2 afios (4,9%)%.

Otro hecho paraddjico es la aprobacion por la FDA mediante la via de equivalencia
similar de la proétesis total de cadera ASR® XL. Mediante esta via las compaiiias sélo

tienen que demostrar que su producto es similar a otros existentes en el mercado.
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Pero incluso pequefios cambios pueden tener efectos substanciales a largo pIazo42.
Esta via es por la que se aprueban en torno al 90% de los dispositivos en Estados
Unidos y hay una serie de discrepancias entre la necesidad de ofrecer nuevas
alternativas a los pacientes y asegurar su eficacia y seguridad al mismo tiempo43. Segun
los datos aportados por el informe de 2010 del Australian Joint Registry, existen mas
de 1539 combinaciones de componentes vastago/acetdbulo pero sélo 72 se emplean

habitualmente**.

En cuanto a la campafia de marketing llevada a cabo por DePuy, debe resenarse que
las imagenes que mostraban un menor desgaste del sistema ASR® en comparacion con
BHR se debian a que el fluido era mas claro. Eran imagenes tomadas en tiempos

45,46 .
“®. El problema en el espacio

distintos segun se indicaba en el articulo acompafiante
europeo reside en que, ante la falta de estudios independientes, la industria puede
promover e interpretar sus propios estudios. Por ello, ademas de la publicidad
engafosa hacia los profesionales, habria que afiadir que, a diferencia de los
medicamentos bajo prescripcion, en Europa no existe una legislaciéon en la que

advierta a los consumidores de las posibles complicaciones de estos dispositivos.

En 2008 se publicd que el subgrupo de pacientes mujeres, con el modelo de ASR® de
menor tamafio era mas susceptible a presentar concentraciones elevadas de metales.
En cuanto a la comunicacion de reacciones adversas, en el Reino Unido depende de los
fabricantes, médicos y pacientes comunicar los problemas directamente a la MHRA.
Esta entidad ha sido critica en los déficits de seguimiento postcomercializaciéon®’.
Segun la MHRA es responsabilidad del fabricante monitorizar el resultado de los
dispositivos mientras estén en uso y asegurar su eficacia y seguridad. En el caso de las
ASR®, se desconoce las reacciones adversas comunicadas por pacientes y doctores y
qué tipo de vigilancia se llevd a cabo por la compafiia. En Reino Unido, por tanto, la
decisidon de suspender la comercializacién dependié en todo momento de la entidad
fabricante y no de la entidad reguladora. En 2006 se discutié, mediante un grupo de
expertos de la MHRA, la evidencia de que algunos dispositivos M-M estaban asociados
a un aumento de los dafios en el DNA, que podrian originar genotoxicidad para los

pacientes48. Debido a que se desconocia la implicaciéon clinica de estos hallazgos y se
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SUpUSO que era un riesgo tedrico se mantuvo como informacidén confidencial por ser un

tema sensible.

En 2009 la proétesis ASR® se retiréd del mercado australiano de forma voluntaria. En
2010 la MHRA lanzdé una alerta acerca de todos los dispositivos M-M. En agosto de
2010 DePuy retird voluntariamente este modelo debido a los datos pendientes de
publicar por la National Joint Registry con un 12% de revisiones a 5 afios en los
modelos de superficie y 13 % para el sistema ASR® XL. A pesar de que la compaifiia se
prestd a ofrecer un soporte econdmico, en cuanto a las pruebas de monitorizacién de
los pacientes e incluso a la cirugia de revisién, esto ha supuesto un coste
extraordinario para los sistemas de salud y un aumento de riesgos para los pacientes,
ya que las revisiones tienen mayor frecuencia de fallo®. Paralelamente, un estudio de
seguimiento a dos afios de 144 pacientes, mostré un incremento en los niveles de
metales en sistemas M-M de gran tamano fabricados por otras compaifiias como

Zimmer, Biomet, y Smith & Nephewso.

La historia de la prétesis ASR® evidencia el poder de las compafias de implantes
ortopédicos en torno a la decisidon sobre el destino de sus dispositivos y la falta de
poder regulatorio en Europa. El resultado subodptimo del dispositivo de cadera 3M
ocurrido una década antes supuso un inicio en la demanda de normas regulatorias
similares a las establecidas para la comercializacién de farmacos, que engloban
ensayos clinicos, procesos de licencia y estudios postcomercializacion. Esta claro que
es inevitable que aparezcan efectos no deseados en el desarrollo de nuevos productos,
pero la regulacion de estos procesos aseguraria que los efectos fueran limitados en

escala y detectados rdpidamente.

A.1.2.3. Resultados de las artroplastias de superficie y sus complicaciones

Los implantes M-M, en general, muestran indices de supervivencia inferiores a otras
protesis totales de cadera compuestas con otro tipo de pares de friccion tanto en

metaanalisis publicados como en registros nacionales. Por ejemplo en el Australian
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Registry51, el indice de revisidn de todos los implantes M-M tras 11 afios es de un
14,1% mientras que para protesis totales de cadera con otro tipo de friccion esta entre

5,1-9,5%.

Las protesis totales de cadera M-M presentan indices de supervivencia de entre 94-
98%, con un peor prondstico para el grupo de cabeza de gran tamano. En cuanto a las
protesis de cadera de recubrimiento, los datos reflejan indices de supervivencia
inferiores respecto a implantes convencionales (94% vs 99%), a pesar de que, en
condiciones favorables (pacientes varén, minimo tamafio necesario de cabeza, buen

funcionamiento y buena posicidon) los resultados serian equiparables.

Sin embargo, la mayoria de los estudios de supervivencia, no tienen en cuenta las
reacciones tisulares a las particulas de desgaste metdlicas, que pueden ocurrir incluso
en casos de buen funcionamiento. En cuanto al dispositivo ASR®, segin el Australian
Arthroplasty Registry presenta un indice de revisidon a 7 afos del 23,4% y se posiciona
como el implante con peores resultados. Tras ponderar los resultados, no se observa
una funcidn clinica superior ni una mejor calidad de vida con prétesis de cadera M-M
que con proétesis totales de cadera convencionales. No obstante, subgrupos de
pacientes (hombres jévenes y activos) pueden presentar beneficios clinicos a corto-
medio plazo con prétesis de cadera de recubrimiento. A pesar de la evidencia de estos
problemas, algunos modelos de prétesis M-M se siguen utilizando de manera exitosa

aunque estdn sujetos a mayores controles clinicos y analiticos.

Debido a que este tipo de implantes liberan iones que circulan a través de los fluidos
corporales, se acumulan en nddulos linfaticos, médula ésea y drganos internos
produciendo complicaciones locales y/o sistémicas. En cuanto a los efectos adversos
de tipo local, la terminologia ha sufrido una evolucién hacia lo que se denominan
reacciones adversas a las particulas de desgaste metdlicas que engloban las reacciones
ALVAL>>>3> (aseptic lymphocyte-dominant vasculitis-associated lesion, Figura 14),
neogénesis linfoide, inflamacidon granulomatosa, metalosis, quistes asintomaticos vy

pseudotumores.
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Figura 14: Cabeza femoral extraida con presencia de tejido tipo ALVAL.

En un metaanalisis® reciente se estima una incidencia de pseudotumor/ALVAL de

0,6%. Los efectos sistémicos producidos por la exposicion a los iones Cry Co engloban:

v" Toxicidad en diversos drganos: cardiomiopatia, hipotiroidismo, neuropatia

periférica, fatiga, tinnitus, sordera, alteraciones inmunoldgicas, etc.

v' Carcinogenicidad: aberraciones cromosdmicas, cdncer de prdstata, cancer

melanoma.

v' Teratogenia: a pesar de que se conoce el potencial teratogénico de Cry Co no
hay casos clinicos documentados. No se recomienda, por tanto, implantar este tipo de
protesis en mujeres en edad fértil. Existen datos que demuestran la elevacién del nivel

de iones en semen respecto a poblacidon normal.

Debido a las distintas variables que pueden verse implicadas en estos fendmenos es
dificil cuantificar el riesgo en funcidon de los niveles de iones en sangre y que

posteriormente se acumulan en diversos rganos°.

Basandose en lo anterior, diversas agencias sanitarias (Food and Drug Administration ,
Medical and Healthcare Products Regulatory Agency, Agence Francaise de Sécurité
Sanitaire des Produits de Santé, Agencia Espanola de Medicamentos y Productos
Sanitarios) y organizaciones médicas (Sociedad Espafiola de Cirugia de Cadera,
American Association of Hip and Knee Surgeons) han desarrollado en los ultimos afios
protocolos de seguimiento de los pacientes con proétesis M-M actualizando los criterios

para la toma de decisiones a llevar a cabo como podemos observar en la Tabla 1.
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Factores del
paciente
Sintomas

Examen clinico

Tipo de implante

Radiografias

Infeccion
Niveles de
metales
Pruebas de
imagen

Recomendaciones
de tratamiento
Cirugia de
revision

Bajo riesgo

Baja actividad

Asintomatico

Sin cambios

Pequefio diametro
cabeza (<36mm)

Orientacién copa (402
+10 inclinacion)

No
ostedlisis/aflojamiento
Limites normales
Bajos (<3 ppb)

No afectacion tisular u
6sea

Seguimiento anual

Riesgo moderado

Displasia
Actividad moderada
Sintomatico

Cambios en forma de
andar
No debilidad abductor
No hinchazén
Cabeza femoral >
36mm
Implante MOM
retirado del mercado
Recubrimiento de
cadera con factores de
riesgo asociados
(mujer + displasia)
Orientacién copa
acetabular optima
No
ostedlisis/aflojamiento
Limites normales
Moderados-severos
3-10 ppb
Reacciones tisulares
anormales SIN
afectacion ésea o
muscular
Quistes sin pared
adelgazada

Seguimiento a los 6
meses
Considerar revision
quirdrgica si: progeso
sintomatico, imagenes
anormales y/o
elevacion de los
metales a los 6 meses

INTRODUCCION

Riesgo elevado

Mujer + displasia
Actividad elevada
Sintomatico
Sintomas sistémicos
Sintomas locales a
nivel de la cadera y/o
mecanicos
Cambios en la marcha
Debilidad abductor
Hinchazon

Cabeza femoral de
gran diametro >36
mm
Implante retirado del
mercado

Orientacidn de copa
acetabular subdptima
Ostedlisis
implante/aflojamiento
Limites normales
Elevados >10 ppb

Reacciodn tisular
anormal con
afectacion de

musculos

circundantes y/o

hueso

Lesiones solidas

Lesiones quisticas con
pared adelgazada
Considerar cirugia de
revision

Tabla 1. Algoritmo de clasificacion del riesgo de los pacientes con prétesis M-M>.
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A.1.3. Materiales y disefios en la fabricacion de implantes ortopédicos

La finalidad de los implantes ortoprotésicos consiste en que su disefio y fabricacion no
produzca ningln dafio en el organismo y que sean efectivos para el fin al que estdn
destinados. Asi por ejemplo, las proétesis articulares deben permitir una movilidad
similar a la previa de la articulacion. En el cuerpo humano los implantes ortopédicos
estan en contacto con una variedad de tejidos y fluidos que los rodean. Estos fluidos
son altamente agresivos; el fluido extracelular y sanguineo es una solucién acuosa
salina, con conductividad eléctrica, pH 7,4 y 372C de temperatura con un 1% de CINa
entre otras sales y compuestos con carga eléctrica. Por tanto, la interaccidén de estos
implantes con los fluidos puede dar lugar a efectos adversos de distinto tipo en funcién
de la naturaleza del dispositivo implantado. Como consecuencia, estos dispositivos
deben ser fabricados con materiales que cumplan con una serie de parametros de

calidad muy estrictos y especificos a los que se denominan biomateriales.

Se entiende por biomaterial a todo compuesto, natural o sintético, utilizado para la
manufactura de implantes disefiados para interactuar con sistemas bioldgicos durante
un determinado periodo de tiemposs. La biocompatibilidad de un material queda
definida por la capacidad que presenta para encontrarse en armonia con el ambiente
bioldgico circundante desempeiiando una funcién especifica en el paciente. Se puede
afirmar que, esta caracteristica no solo depende de la naturaleza del material, sino que
también depende de la naturaleza, grado, frecuencia y duracién de la exposicion del

. . . o 59
material al sistema bioldgico™.

Por otra parte, es conveniente no confundir biocompatibilidad con el término “inerte”,
ya que ningun material puede serlo en un medio tan agresivo como el cuerpo humano.
Para establecer la biocompatibilidad de un material se practican tests de citotoxicidad
localizada, se evalla la respuesta sistémica, la alergenicidad vy carcinogenicidad60

cumpliéndose ademas los siguientes criterios:
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v" No contener sustancias toxicas que se puedan difundir, liberar y absorber al

sistema circulatorio e impliguen una respuesta toxica sistémica.

v" No debe ser lesivo para los tejidos circundantes, deben estar libres de sustancias
o0 agentes que puedan llegar a causar respuestas alérgicas y .no presentar potencial

carcinogeénico.

Ademads deben presentar una naturaleza quimica resistente al medio electrolitico en el
gue hay iones cloruro y oxigeno responsables de la corrosion. También, sus
caracteristicas fisicas y mecdnicas (resistencia, dureza, ductilidad, etc.) deben ser
compatibles con su funcién en el cuerpo humano ya que los implantes estan sometidos
a fuerzas y tensiones severas. Como consecuencia es importante que tengan las

propiedades:
v" Buena resistencia mecanica.
v" Tiempo de fractura largo.
v" Bajo coeficiente de friccidn.
v' Densidad y peso adecuados.

v" Desde un punto de vista econdmico debe tratarse de materiales relativamente

baratos y faciles de fabricar para su produccién a gran escala.

Atendiendo a su composicion quimica podemos clasificarlos en:
v' Biomateriales inorganicos metélicos (metales y aleaciones metdlicas).
v" Biomateriales inorgdnicos no metdlicos (ceramicos).

v' Biomateriales organicos (plasticos o polimeros).

Los que presentan mejores caracteristicas quimicas, fisicas y mecdnicas son los

materiales metalicos. En la Tabla 2 se representan los materiales mas frecuentemente
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empleados para la fabricacidon de implantes por presentar caracteristicas fisico-quimicas
mas adecuadas. Las composiciones quimicas, microestructuras y las propiedades
mecanicas de estas aleaciones se encuentran registradas segin normas nacionales e
internacionales (ASTM, AISI) para asegurar unas especificaciones mininas y garantizar

una calidad a largo plazo.

Los aceros inoxidables son un conjunto de aleaciones de hierro y carbono (menos del
2%) que contienen un minimo del 11% de Cromo para hacerlos resistentes a la
corrosion. Los mas utilizados en la manufactura de implantes orgdnicos son los aceros
inoxidables austeniticos, que se obtienen agregando Ni a la aleacién, dando lugar a una
transformacién de su estructura cristalina en austenita que aumenta su tenacidad. Los
tipos mas usuales son el AlSI 316 (16-18% Cr, 10-14% Ni y 2-3% Mo) que contiene Mo
para aumentar la resistencia a la corrosién, especialmente en entornos que contienen
cloruros, y el AlISI 316L que es el resultado de reducir el contenido en carbono del acero

inoxidable 316 del 0,08% al 0,03%, para obtener mejor resistencia a la corrosion.

MATERIAL COMPOSICION PROCESO DE MANUFACTURA

Acero inoxidable austetinico:

AISI 316

AISI 316L Fe-18Cr-14Ni-2Mn-2,5Mo Forjado
Fe-18Cr-14ni-2Mn-2,5Mo Forjado

Aleaciones de Cromo-Cobalto

ASTM F75

ASTM F90 Co-28Cr-6Mo-0,5Ni-1Mn Colado

ASTM F799 Co-20Cr-15W-10Ni Pulvimetalurgia

ASTM F562 Co-20Cr-15W-10Ni Forjado

Co-35Ni-20Cr-6Mo Trabajado en frio

Titanio comercialmente puro Ti >99.9% Forjado

(cpTi): ASTM F67

Aleaciones de Titanio:

ASTM F136 Ti-6Al-4V Forjado

ASTM F1295 Ti-6Al-7Nb Forjado

ASTM F1813 Ti-12Mo-6Zr-2Fe Forjado

ASTM F1713 Ti-13Nb-13Zr Forjado

ASTM: American Society of Testing and Materials; AISl: American Iron and Steel Institute; L: bajo
contenido en carbon (reduce la susceptibilidad de los materiales a ser corroidos); Al (Aluminio), Fe
(Hierro), Mn (Manganeso), Ni (Niquel), Nb (Niobio), Ti (Titanio), V (Vanadio), W (Wolframio), Zr (Circonio).

Tabla 2. Metales y aleaciones metalicas implantables.
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Estos materiales se han empleado durante afios debido a su bajo coste, maleabilidad y
ductilidad aunque presentan como inconvenientes su menor resistencia a la corrosion
gue las aleaciones Cr-Co y Titanio. El Titanio comercialmente puro presenta 4 grados
normalizados para implantes quirurgicos, dependiendo del contenido de elementos
intersticiales (nitrégeno (N), carbono (C), hidrégeno (H) y hierro (Fe). A mayor cantidad
de estos elementos el grado aumenta siendo el 1 el mas puro (mas de 99,5% Ti) y el 4
con mayor cantidad de impurezas (98,9% Ti) y, por tanto, con mayor resistencia

mecanica.

Las aleaciones de Cr-Co empleadas como materiales implantables se pueden dividir en
dos tipos de aleaciones:
v" Co-Cr-Mo producidas por colada (ASTM F75) o por forjado (ASTM F799). El

forjado presenta mejores propiedades mecdnicas.

v" Co-Ni-Cr-Mo producidas mediante trabajo en frio (ASTMF62).

En ambos casos, los dos elementos basicos de la aleacién son el Co (65%) y el Cr (20-
28%), el cual se afiade para aumentar la resistencia a la corrosién. Ademas, la
presencia de Mo, permite obtener un material con mayor resistencia mecanica
después de moldear o forjar mientras que la presencia de Ni y el manufacturado en
frio aumentan la resistencia a la fatiga y la tenacidad de la aleacién. Asimismo, su uso
clinico prolongado ha probado que estas aleaciones son excepcionalmente buenas por
su biocompatibilidad y tienen una mayor resistencia al desgaste que las aleaciones de
Titanio. Por ello estas aleaciones son iddneas para aplicaciones ortopédicas. De hecho,
en las primeras protesis de cadera todos los componentes estaban fabricados con
aleaciones Cr-Co. Estas protesis que se denominaron de friccion metal-metal (M-M) y
con diferentes disefios: McKee-Farrar y Ring en el Reino Unido, Mueller y Huggler en
Suiza, Sivash en URRS, fueron empleados durante los anos sesenta del pasado siglo

. . 61,62
como ya se ha escrito anteriormente” .

Pese a los excelentes resultados iniciales obtenidos con las prétesis de friccion metal-

polietileno(M-P) al finalizar los afios ochenta del siglo pasado, se produjeron

24



INTRODUCCION

cuantiosos casos de aflojamiento debido a fendmenos de ostedlisis originado por la
elevada tasa de particulas de polietileno liberadas por erosiéon de la copa acetabular.
Primero se atribuyd al cemento éseo y luego se confirmé que el problema estaba
situado en la copa de polietileno. Por este motivo resurgieron las prétesis M-M de

. s 63,64
“nueva generacion” ™’

y, especialmente, las denominadas “dobles cupula”, ya
referidas anteriormente, que consistian en una cupula femoral que se articulaba con
una copa acetabular, ambas fijadas con cementacidon y que permitia un autopulido
para una friccibn mas suave. Ademas atraen el agua permitiendo que se

65,66

autolubriquen™ . Por estas caracteristicas, se ha demostrado que resisten 50 veces

mas al desgaste frente a las protesis M-p®”%®

. Finalmente, podia afirmarse que por este
motivo eran las mas indicadas para poblacién joven y con mayor actividad. A su vez
presentaban la ventaja de preservar mayor cantidad de hueso ya que se engastaban
directamente sobre la cabeza del fémur y, en caso de desgaste de algun elemento, era
sustituible sin tener que cambiar la protesis en su totalidad. También fracasaron estos
modelos, quedando en el olvido hasta los primeros afios de este siglo cuando surgen

nuevos tipos de clpulas que ahora se denominan artroplastias de superficie y que se

fijan al fémur mediante cementacion y al acetabulo a través de fijacion directa.

A.1.4. Degradacion de los implantes ortopédicos

El hecho de que los materiales metdlicos empleados en la construccion de una proétesis
articular sean biocompatibles, no quiere decir que sean inertes, ya que con el tiempo
se erosionan en un mayor o menor grado. Este fendmeno es negativo por dos razones;
fundamentalmente; disminuye la integridad estructural del implante (pudiendo alterar
su funcion) y liberan particulas metalicas que pueden originar reacciones adversas

locales o sistémicas®’.

La liberacidn de iones metalicos, que pueden complejarse con proteinas y la formacién
de nanoparticulas de desgaste, han alcanzado una elevada importancia en cuanto a su
potencial hipersensibilidad y genotoxicidad. Los estudios histolégicos de los tejidos que

rodean a los implantes de segunda generacién tipo M-M, generalmente tienen una
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razoén justificada para su utilizacidon, ya que la extensidn de la reaccion inflamatoria y la
presencia de cuerpos extrafios en células gigantes parece ser mucho menos marcada
gue en tejidos préximos a componentes M-P. Sin embargo, lo que ultimamente ha
suscitado un aumento en la preocupacidon acerca de las artroplastias M-M, es la
frecuencia de publicaciones sobre reacciones adversas locales en los tejidos de forma
inesperada, lo cual compromete la funcionalidad y supervivencia de estos implantes.
En algunos casos, incluso se asocian complicaciones sistémicas severas a estos
implantes. Estas reacciones adversas son preocupantes ya que las prétesis M-M, en sus
diferentes disefios, constituyen aproximadamente el 35% del mas de 300.000

reemplazamientos primarios realizados anualmente en los Estados Unidos (USA)°.

El desgaste se define como: la pérdida de material de un sistema tribolégico como
resultado de la disipacion de la energia. Habitualmente la energia se introduce por
friccion. El desgaste no es una propiedad del material (como la dureza, ductilidad o
resistencia) pero si depende de la estructura triboldgica del sistema. Esto significa que
el material de la interfase (lubricante, particulas intrinsecas o extrinsecas) y el medio
ambiente (la temperatura o el pH del medio circundante) son igualmente importantes
en la generacion de desgaste. De hecho, las condiciones especificas definen
frecuentemente el mecanismo de actuacion de desgaste, el cual en si mismo define
cuantas particulas por golpe o incremento de tiempo se generan. Actualmente, hay
cuatro mecanismos mayoritarios de desgaste, los cuales son tanto mecdnicamente
(abrasion y fatiga superficial) como electromecanicamente dominantes (adhesion vy
reacciones triboldgicas)’’. Los mecanismos de desgaste de un material metélico son
principalmente dos: desgaste mecdnico y disolucién electroquimica (corrosién) asi
como una combinacidn sinérgica de ambos. El desgaste mecanico se produce por la
pérdida de material de una superficie solida cuando se mueve respecto a otra, con la

gue esta en contacto’?. Entre los distintos tipos de desgaste, los principales son:

e Desgaste por adhesién o friccién: se produce como resultado del rozamiento

entre superficies en contacto.
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e Desgaste por abrasidn: resulta del corte o rayado de las superficies de friccién,
debido a asperezas en dichas superficies o por la presencia de particulas de alta

dureza.

e Desgaste por fatiga: debido a la deformacién de las superficies en contacto por

accion de tensiones (esfuerzos) variables y repetidas.

El tipo y magnitud del desgaste estd condicionado por una serie de factores:

e Las condiciones de operacién en la implantacién de la prétesis (carga aplicada,

tiempo de trabajo, fricciones...).

e las caracteristicas de las superficies en contacto (material, composicion

quimica, dureza, dimensiones, forma, microestructura...).

e Las caracteristicas del medio en el que se encuentra la protesis (caracter

corrosivo, presencia de particulas abrasivas, presencia de lubricantes...).

El resultado de este desgaste es la liberaciéon de particulas metdlicas del orden de

nanémetros que estan presentes en el liquido sinovial y tejidos periprotésicos’>”*. E

n
estudios post mortem se han detectado en ganglios linfaticos, higado y bazo. Se ha
descrito que las particulas generadas en prdétesis M-M pueden alcanzar 6,7x 102 a

2,5x10" particulas por aino, con un tamafio medio de particula de 50 nm°®®.

La corrosidn, por otra parte, se puede definir como la disolucion de un metal por
reaccién electroquimica con su entorno. Los fluidos corporales son soluciones
electroliticas que contienen cloruro y oxigeno disueltos que originan reacciones redox

sobre la superficie de los materiales metdlicos (Figura 15).
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Figura 15: Corrosién de un metal en condiciones fisioldgicas.

El proceso de corrosién puede tener lugar de diferentes formas:
v' Corrosidn generalizada: cuando afecta a toda la superficie.
v" Corrosiodn por fisura: cuando en zonas agrietadas accede el fluido bioldgico.

v' Corrosién por picadura: cuando afecta de forma puntual a través de orificios

originados como en el caso de corrosion por fisura.

Los factores que seran determinantes en la corrosién son la fuerza termodinamica
(variacion en la energia libre de Gibbs) que empuja al proceso de corrosion (reaccién
redox) a producirse. Por otra parte serdn las barreras cinéticas las que limiten la
velocidad de este proceso. Los materiales metalicos empleados en la fabricacién de
protesis deben su resistencia a la corrosion a la formacién espontanea de una pelicula
superficial de 6xido (pasivacion del metal) que actua de barrera cinética contra la

corrosion®.

La capa de pasivado que se forma espontaneamente sobre la superficie del metal estd
compuesta, fundamentalmente por Cr,O;".Esta capa actia como barrera cinética
disminuyendo la velocidad del proceso de corrosién. Para ello, debe presentar una

serie de caracteristicas:
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v" No ser porosa.
v" Limitacidn estructural para la migracion de iones y electrones.

v" Mantenerse integra incluso en condiciones de tensién mecénica y/o desgaste.

El equilibrio existente entre la capa de pasivado y su disolucién se ve alterado in vivo
ya que los fluidos extracelulares son altamente corrosivos (iones cloruro, oxigeno,
fosfatos, citratos, éxidos, hidroxidos, protel'nas)76. Todos estos agentes aumentarian la
velocidad de disolucidn de la capa de pasivado, incluso, migrarian hacia otros tejidos
del organismo, donde podrian acumularse o excretarse (ej. orina). Esta alteracidn in
vivo, incrementaria la velocidad del proceso de disolucion de la capa de pasivado y en
consecuencia la superficie del metal quedaria potencialmente expuesta a la agresiéon

del medio’”’®"°

. Por tanto, la capa protectora de pasivado se rompe incrementandose
la corrosién cuando el material se ve sometido a fuerzas mecanicas estdticas
(corrosién por estrés), ciclicas (corrosion por fatiga) o por desgaste mecdnico
(corrosion por desgaste)so. Ademas, las particulas liberadas en el proceso de desgaste
también se corroen y dado su pequefio tamafio (20-90 nm) presentan una gran darea

. . . ., 81,8283
superficial gue aumenta la velocidad de corrosién®"~

. Por otra parte incrementaria
la erosiéon del material actuando como agentes abrasivos. La alteracion de la capa de
pasivado in vivo da lugar, mediante mecanismos todavia desconocidos, a un aumento
de la velocidad del proceso de disolucion que provoca que la superficie metalica del
implante quede expuesta al medio bioldgico corrosivo con la consiguiente liberacion

de iones metalicos®*®>%¢

. Adicionalmente, otro proceso que potencia la corrosién de
las prétesis metalicas es el inmunolégico como una consecuencia de reaccién hacia un
cuerpo extrafio en el que los macréfagos, principales células del sistema inmune
responsables de fagocitar los cuerpos extrafios, se unen a la superficie del material. Los
macrofagos pueden desencadenar la formacidn enzimatica de H,0,, que interacciona

con la capa de pasivado oxidando aun mas a los metales que la forman y favoreciendo

su disolucion (Figura 16).
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Figura 16: Secuencia de procesos de disolucion parcial y reprecipitacion de la capa de pasivado de un
material metalico (en disolucion acuosa e in vivo).

Los procesos de corrosion y desgaste se ven por tanto influenciados por el material del
implante, el ambiente bioldgico (pH, temperatura, concentracién de iones, contenido
de oxigeno, proteinas, etc.), la quimica de los iones liberados, el disefio, la
manufactura (grietas, irregularidades, etc.) y la funcidn del implante. Se han detectado

niveles elevados de metales procedentes de implantes en sangre, suero y orina®”®,

A.1.5. Respuesta bioldgica a las particulas de desgaste liberadas desde implantes
ortopédicos

Aun se desconoce la naturaleza exacta y el destino de los productos metalicos de
desgaste junto con los efectos locales o sistémicos que puedan producirse a corto o
largo plazo. Los efectos que pueden observarse son reacciones inflamatorias, pérdida
de masa 6sea (ostedlisis), reacciones de hipersensibilidad, riesgo de mutagénesis,
carcinogénesis y toxicidad. Dichos efectos dependen de la dindmica de desgaste de la

protesis. Debe considerarse la cantidad, tamafio y naturaleza de las particulas de
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desgaste. Es imprescindible realizar un seguimiento y estudio de este tipo de

materiales debido a las implicaciones que tiene su uso en pacientes jovenes.

A.1.5.1. Ostedlisis periprotésica

El organismo, mediante determinados mecanismos de defensa frente a material
extrafo, produce una serie de respuestas inflamatorias ya que la presencia de
particulas metdlicas en contacto con los tejidos provoca una alteracion de la
homeostasis dsea. La activacién de los macréfagos por parte de estas particulas
conlleva la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-6 y IL-1, etc.) vy
prostaglandina E2. Estos mediadores estimulan a los osteoclastos e inhiben a los
osteblastos, produciéndose el fendmeno de ostedlisis, con el subsiguiente
aflojamiento de la prétesis. Este fendmeno es el que causa mas habitualmente el fallo
aséptico de las artroplastias. No obstante, deberia remarcarse que este fenémeno es
mas acusado con polietileno que con metales, ya que las particulas generadas son
mayores y activan con mayor potencia a los macréfagos. En el caso de prétesis

metalicas se atribuye el fallo a una reaccidn de hipersensibilidad retardada tipo IV.

En un estudio® realizado en ratones se ha analizado la respuesta bioldgica a inyecciones
de particulas metdlicas CrCo y a nanoparticulas CrCo. Se ha demostrado que las
particulas micrométricas estdn implicadas en una reaccidn de hipersensibilidad tipo IV
conducida por linfocitos TH1 y su remocidn via macrofagica mientras que, en el caso de
nanoparticulas, presentan corrosiéon con una pérdida de iones Co. Las particulas
nanométricas pueden entrar en cualquier célula mediante vias no fagociticas o,
corroerse fuera de la célula y generar iones metdlicos, que entran en la célula a través

de transportadores de iones (Figura 17).

Una vez dentro de la célula las particulas pueden corroerse mediante procesos
celulares y generar iones y especies reactivas de oxigeno (ERO/ROS). Los iones, ROS y
las particulas pueden entrar al nucleo y, tanto individualmente como combinados,

danar el DNA celular a través de la ruptura de las hebras. Las particulas micrométricas
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y proteinas enddgenas pueden ser fagocitadas por células presentadoras de antigenoy
retiradas a nddulos linfaticos. Las particulas y las proteinas son expuestas a un medio
acido y a proteasas en el endosoma generando iones metdlicos y péptidos

(procedentes de las proteinas).
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Figura 17: llustracidon esquematica de los caminos hipotéticos por los que las particulas de CrCo
micrométricas (A) y nanométricas (B) entran en las células y sus efectos subsiguientes. Imagen tomada
de Brown C et al 2.

33



INTRODUCCION

El endosoma se fusiona con vesiculas, que contienen el complejo mayor de
histocompatibilidad 1l y la cadena invariante, resultando esto en el desplazamiento de
la cadena invariante y en la carga del péptido-complejo metdlico sobre el complejo
mayor de histocompatibilidad Il. Entonces, el complejo idn metalico-MHC-péptido se
presenta en la superficie de la célula presentadora de antigeno, actuando como un

neoantigeno y estimulando células T CD4+.

Los iones Co y Cr presentan varias implicaciones clinicas para la salud ésea tras
artroplastias M-M. La supresién de la actividad de los osteoblastos puede explicar la
pérdida aséptica temprana asi como el fracaso de osteointegracion primaria. Esto se
corresponde con una publicacion en la que se describe un ratio del 15% de fallo para la
prétesis acetabular Durom en 207 caderas durante dos afios de implantacién®™. En
todos los casos salvo uno se produjo fallo aséptico de la prétesis y en 13 examinados
en detalle mostraban un fallo en la osteointegracién del hueso sobre la superficie de
fijacion. El estrechamiento del cuello femoral puede ser un factor contribuyente de
riesgo de fractura. Se ha sugerido que el estrechamiento ocurre como resultado de las
elevadas presiones hidrostaticas del fluido en estos pacientes; sin embargo, un
mecanismo alternativo puede ocurrir a través de la activaciéon de osteoclastos en la
superficie del hueso debida a metales idnicos a niveles elevados. Esto es posible, ya
gue se han observado aumentos del nimero de osteoclastos en superficies del
periostio, en casos de fractura con estrechamiento de cuello en pacientes con
implantes M-M. Los iones metadlicos liberados pueden ser suficientes para impactar
sobre la actividad osteoplastia celular y sobre el nUmero de estos, afectando a la masa

6sea y a la remodelacion, partiendo de un nivel de salud ésea sistémica correcto.

Se han realizado estudios™ en los que simula el efecto crénico de la exposicion de
osteoblastos y osteoclastos humanos primarios a iones Co y Cr, a concentraciones
equivalentes a las detectadas en suero y fluido sinovial de pacientes con protesis M-M.
Los resultados son coherentes con estudios in vitro con células animales, en los que se
observa que, dosis suprafisiolégicas de estos iones producen la apoptosis de
osteoblastos humanos-like, de forma dependiente a la dosis, y suprimen la funcion

sintética del osteoblasto. Se observa que Co y cr* no presentan un efecto importante
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en la viabilidad o funcién sintética a concentraciones similares a las encontradas en
pacientes con protesis total de cadera M-M. Pero con Cr®, se observa un profundo
efecto en la viabilidad celular, a concentraciones equivalentes a las de pacientes con
friccion M-M. El efecto sobre osteoclastos primarios ocurre bajo el rango de
concentraciones mencionado y varia con la madurez celular. A nivel sistémico, la
concentracion de estos iones pueden tener un efecto suave de estimulacion del
desarrollo de osteoclastos, pero a concentraciones mayores y en osteoclastos
maduros, su efecto es inhibitorio. La razén de esta diferencia, puede explicarse por la
actividad de resorcién del sustrato de células expuestas, ya que los osteoclastos
maduros en resorcion pueden acumular mas metales intracelulares mediante accidn
fagocitica frente a los osteoclastos en desarrollo y, por tanto, demuestran un efecto

téxico mayor debido a una mayor internalizacion del metal.

Se ha observado que, Co en solucién o incorporado a fosfato cdlcico recubierto de
pldstico a concentraciones relevantemente clinicas, incrementan la diferenciacién de
osteoclastos murinos y la resorcién in vitro. Mientras que los iones Co no se localizan a
nivel de hueso, las sales de Cr presentan afinidad por él, siendo atrapadas en la matriz
d6sea y, por tanto, los niveles en el microambiente éseo pueden exceder a los

presentes en suero.

Se ha sugerido92 una posible ruta indirecta de activacién de osteoclastos en respuesta a
metales idnicos, ya que la exposicion de células mononucleares de sangre periférica
expuestas a Co®" in vitro resulta en una Up-regulation (regulacién por incremento) de
ILla, IL1B e IL6 que puede resultar en un aumento del ratio de generacion de
osteoclastos y de la resorcién. Cuando los niveles de Co®" son tres o cinco veces
superiores a la etapa reimplante pueden originar procesos toxicolégicos en los
osteoclastos similares a la toxicidad pulmonar. Las altas concentraciones de Co®* pueden
inducir daifo celular mediante la estabilizacién de factores inducibles de hipoxia (HIF)
que se unen al DNA e inician la expresién del gen relacionado con hipoxia y que
normalmente se degrada bajo presiones normales de oxigeno, resultando en la

93,94

activacion de la via de HIF y en la apoptosis celular’™~". Las diferencias en la respuesta a

Co, Cr** y Cr® son bastante complejas ya que hay varios mecanismos operando a veces
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simultaneamente. Los complejos idnicos Co™ y Cr® son altamente solubles y pasan

rapidamente la barrera celular via transportador aniénico. Mientras que Cr**, forma

complejos menos solubles a pH fisiolégico y la permeabilidad a la membrana es baja.

Estas caracteristicas fisicoquimicas explican en parte la baja toxicidad de Cr** en relacién

con otros iones. La alta toxicidad de Cr®" se explica por su rapido transporte a través de
.7 3+ . .7

la membrana celular y su reduccién a Cr™", mediante glutatién (GSH), generando un

aumento del estrés oxidativo celular, que conlleva la muerte de la célula.

AUn no esta claro por qué las especies de Cr se liberan de las superficies de las protesis
tras la realizacion de artroplastia de recubrimiento M-M. La liberacidn de iones
metalicos es un resultado de corrosidn, distinto a los procesos de desgaste, el cual ha
sido identificado como un contribuyente significante a la liberacién sistémica de
metales en portadores de prétesis de cadera de recubrimiento M-M. Se ha
demostrado que Cr® se libera durante la corrosién de implantes ortopédicos y estd
presente sistémicamente in vivo. Sin embargo, se ha observado™ gue la sangre total
circulante tiene la capacidad de secuestrar y reducir 200 mg de Cr6+/d|'a, lo que es un
exceso frente a la cantidad liberada con implantes MOMHR .Por tanto, las células
d6seas en el microambiente protésico pueden ser un objetivo de cré y a niveles

clinicamente relevantes seria toxico para osteoblastos y osteoclastos locales.

Un reciente estudio’ de especiacion de complejos de Cr (mediante espectroscopia de
rayos x mediante sincrotréon con muestras de tejidos periprotésicos) mostraron que Cr
estd presente como fosfato de Cr’*. Sin embargo, ya que Cr’* presenta una baja
permeabilidad celular, su presencia puede deberse a la entrada de cr® reducido

posteriormente a Cr3+, dando lugar a un aumento del tejido necrético.

En un estudio”, en pacientes sometidos a cirugia de recambio por fracaso de proétesis
de cadera ASR® se analizaron, con técnicas de especiacion quimica, las particulas de
desgaste. Los pacientes presentaban niveles elevados de Cr (136 ppb) y Co (328,5 ppb)
en sangre y sintomatologia clinica. Mediante técnicas de microscopia electrénica se
detectaron 2 tipos de particulas de desgaste en tejido periprotésico. Una fase difusa,

compuesta principalmente por Cr** con trazas de éxido de Co, y particulas densas

36



INTRODUCCION

compuestas de Co, Cr y Mo rodeadas de Cr’*. Los efectos observados en los
macrofagos se correspondian con los del estrés oxidativo, como por ejemplo, toxicidad
mitocondrial. Las particulas presentaban amplitud de tamanos desde nandédmetros
hasta micras, en su mayoria esféricas. La mayor parte de las particulas se encontraban
internalizadas dentro de macrdéfagos casi desprovistas de Co, lo que sugiere que, se
produce una liberacion prolongada de Co® en el ambiente celular. Co* es
extremadamente soluble y se transporta rdpidamente en el torrente sanguineo hasta
ser excretado. En el interior de la aleacidon esta protegido de la corrosion por el efecto
de pasivado de Cr pero, a medida que se producen las particulas de desgaste, se pierde
este efecto. Algunas particulas presentan Co, Mo y Cr en su estado original. La
probabilidad de detectarlas es baja y depende del tiempo entre su generacién y la
cirugia de revision asi como de la preservacion de los tejidos hasta su analisis. Mientras
gue se ha producido una gran concienciacidon acerca de la genotoxicidad de cr® los
datos sugieren que se produce una liberacidon importante de Co?* local conocido por
ser genotoéxico. Esta liberaciéon masiva de Co, no observada en la aleaciéon original, es
probablemente la responsable de la respuesta inflamatoria. Esto sugiere que la
corrosidon del material a granel no presenta el mismo comportamiento cuando se
producen particulas y que, por tanto, no es adecuado para la fabricacion de este tipo

de dispositivos.

A.1.5.2. Implicaciones sobre la actividad de osteoblastos por metales Cromo y Cobalto

Las particulas de polietileno desencadenan una reaccidon granulomatosa frente a
cuerpo extrafo, inflamacién y reacciones inmunes que desembocan en la produccién
de varios agentes con accion resortiva (citoquinas, prostaglandinas). Esto conlleva la
pérdida dsea periprotésica y de la protesis. Los factores que intervienen en la ostedlisis

son:

v" Receptor activador del ligando del factor nuclear kappaB (RANKL). Estimula la

diferenciacién de osteoclastos y por tanto incrementa la resorcidn dsea.
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v' Osteoprotegerina (OPG). Disminuye el nimero de osteoclastos y aumenta el

volumen odseo.

Las particulas de desgaste de polietileno potencian a RANKL. Para evitar esto se fue
popularizando como antes referiamos, el uso de prétesis M-M, con menor desgaste
volumétrico. Sin embargo, con este ultimo tipo de dispositivos se produce un mayor
nivel de iones en suero y liquido sinovial. Se ha demostrado® que el Co en
concentraciones entre 0-10 ppm y Cr entre 0-150 ppm producen efectos téxicos sobre
osteoblastos MG63 en cuanto a actividad y numero celular. Se demostrd que el Cr
resultaba mas toxico que el Co y que combinados producian el mayor descenso celular.
No se observé que la toxicidad pudiera ser mayor a largo tiempo que a corto plazo. La
actividad celular descendid al introducir Cr en el cultivo pero no se observdé una
dependencia temporal. Se observé un aumento en la actividad celular al afiadir Co en
las primeras 24 horas que luego desaparecid. Parece ser un intento por parte de las
células de compensar la reduccién del numero de estas (up regulation). En cuanto al
estrés oxidativo, se observé una disminucidon importante de GSH (glutation), con
concentraciones de Co a cualquier concentracién y con cr®* entre 10-100 ug/L. Cuando
se combinan los dos metales esto no se observa hasta después de 24 horas ya que,
segun los datos, las células en un intento de protegerse a si mismas incrementan los
niveles de GSH. En contraste superdxido dismutasa y catalasa no dependen de la dosis.
Se observé una disminucion del ratio OPG/RANKL con pérdida ésea tras 96 horas y se
correlaciond con la respuesta de estrés oxidativo tras 96 horas en todas las muestras.
El estudio se realizd in vitro empleando concentraciones de iones observadas en la
clinica. En una recopilacién de datos de concentraciones de estos niveles en suero se
obtuvieron rangos de Co entre 0,5 y11 y Cr entre 0,5y 9,5 ug/L. Estos iones reducen la
proliferacién de osteoblastos en relacidon dosis dependiente, disminuyen la actividad
de la fosfatasa alcalina, inducen oxidacion y nitracidn de proteinas y la desorganizacién
de la expresidon de enzimas antioxidantes, incrementan la produccién de citoquinas
proinflamatorias y TNFa e inhiben la liberacién de osteocalcina y la sintesis de
coldgeno tipo 1. Se observé que el ratio de OPG/RANKL se incrementaba inicialmente y
disminuia a las 72 horas. Esto se observo a dosis de Co de 10 pg/Ly Cr 1pg/Ly a dosis

de 1ug/L con ambos iones. Por tanto, en la practica clinica, en un caso ideal de buen
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funcionamiento de la proétesis en el que la liberacion de iones fuera de 1ug/L, se
podrian esperar ya reacciones osteoliticas. Ademas, se ha comprobado que
concentraciones superiores de 100ug/L no eran mas osteoliticas que concentraciones

de 1 pg/L, basandose en el ratio OPG/RANKL.

Segun otro estudio™ hay una relacién entre los niveles en suero y los del liquido

sinovial siendo 37 veces (Co) y 47 veces (Cr) mayor en liquido sinovial.

A.1.5.3. Hipersensibilidad retardada tipo IV

Las particulas metalicas pueden actuar como alérgenos provocando una reaccion
inmune que puede tener distintos tipos de repercusidn sobre los tejidos. Este tipo de
reaccion se produce en individuos predispuestos genéticamente que han estado en
contacto con el metal a bajas dosis. Este proceso requiere una exposicidén previa que
implica una serie de etapas. Se produce una sensibilizacién inicial en la que el antigeno
activa a los linfocitos T virgenes y se produce una expansién clonal de linfocitos T
sensibilizados que reconocerdn el antigeno cuando vuelvan a entrar en contacto con
él. Es en la segunda etapa cuando se producen sintomas en el paciente debido a la
liberacion de citoquinas que atraen a macrofagos que, a su vez, liberan mediadores
inflamatorios dando lugar a una sensibilidad tardia que puede manifestarse como
dermatitis, urticaria, vasculitis y ostedlisis aséptica. El primer caso descrito causado por
un implante data de 1966. Desde entonces no se han descrito muchos casos. Tras la
hipotesis inicial de la relacion de hipersensibilidad a metales y desprendimiento
aséptico en un estudio posterior se observd que en pacientes con prétesis de cadera 'y
clinica caracteristica de reaccion de hipersensibilidad tipo IV se obtuvo en un 60%
datos positivos para el test de hipersensibilidad a metales. Segun datos
epidemioldgicos de los ultimos 30 afios se observa que la poblacion portadora de
implantes presenta 2 a 3 veces mas sensibilizacion a metales e incluso hasta 6 veces

. . . 100,101
mas en los casos de implantes fallidos™ .
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A.2. MUTAGENIA, TERATOGENIA Y CANCER

Se ha realizado investigaciones para analizar la interaccion de las particulas metdlicas

desprendidas con el DNA celular tanto in vivo como in vitro.

En los ensayos in vitro se observaron aneuploidias (alteraciones del numero de
cromosomas) y translocaciones (intercambios de genes entre cromosomas) en
fibroblastos expuestos a residuos metalicos. Los estudios in vivo han demostrado que
los linfocitos de pacientes portadores presentan aberraciones cromosdmicas y que en
este grupo de pacientes la frecuencia de aneuploidias y translocaciones cromosémicas

1292193 Aiin se desconoce los efectos a

era tres veces mayor que la poblacién contro
largo plazo de estas anomalias. No obstante, las aberraciones cromosdmicas de
linfocitos son consideradas como un biomarcador de prediccion para problemas
potenciales de salud como cdncer y abortos en poblaciones expuestas a sustancias

mutagénicas, teratogénicas y/o cancerigenas.

A pesar de que los estudios en animales presentan a los implantes como
potencialmente cancerigenos, en los estudios realizados hasta la fecha sobre la
poblacién humana no se ha visto aumentado el riesgo de padecer cancer, por lo que se
requiere realizar un seguimiento continuado de este grupo de poblacién. Segun la
clasificaciéon de la IARC (“The International Agency for Research into Cancer”),
organizacién de la OMS, los implantes se encuentran en el grupo 3 (materiales no
clasificables como carcindgenos para humanos). Mientras que Cr®* se encuentra en el

grupo 1 (carcinogénico) y Co y Ti en el grupo 2B (posibles carcindgenos).

La exposicidon al Co puede originar una gama de efectos adversos como alteracién de la
funcién tiroidea, cardiomiopatia, policitemia y neurotoxicidad. En exposiciones
ocupacional via inhalatoria los trabajadores estdn en riesgo de desarrollar fibrosis
pulmonar intersticial, alveolitis y asma'®. La exposiciéon de ciertos compuestos de Co

. . / <. 105
se ha asociado con un elevado riesgo de desarrollar cancer de pulmdn

. EINiy Co son
carcinogénicos en animales. El Ni es carcinogénico en humanos. El Co y Ni pueden

generar dafio cromosoémico, especies reactivas de oxigeno, puentes cruzados de DNA-
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proteinas y mimetizar condiciones de hipoxia. Ademas, el Ni ha demostrado tener
relacion con cambios epigenéticos. En diversos experimentos se ha demostrado la
accion sinérgica de Ni y Co. Por ejemplo en la formacion de agregados celulares,
desarrollo de una respuesta téxica por células alveolares tipo Il. Es especialmente
resefiable la aparicion de sarcomas en el lugar de inyeccion de Ni bajo la presencia de
contaminantes tales como Co. La coexposicidon a Ni y Co conlleva a un descenso en la
supervivencia celular y a un aumento de la escision de la caspasa 3y 7 y de la PARP
(poli-ADP-ribosa polimerasa). Se encontré un aumento en la producciéon de ROS y
rupturas de la doble hebra tras la exposicion a Ni y Co. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS o “reactive oxygen species”) son moléculas reactivas capaces de causar
diversos tipos de daifio a macromoléculas celulares como proteinas, lipidos, RNA y
DNA. Se considera que el dafio oxidativo en el DNA gendmico es importante en el
proceso de carcinogénesis. Tras la exposicion a Ni y Co, se producen ROS que llevan a
la aparicion de rupturas de la doble hebra, una lesién téxica que puede inducir
apoptosis. Se cree que ademds debe haber un segundo mecanismo de toxicidad que
contribuiria al efecto sinérgico de la coexposicion. Se ha propuesto la teoria de que el
Co y el Ni pueden producir entrecruzamiento entre DNA-proteinas y modificaciones
cromosomicas que son independientes de la formacién de ROS. Los metales parecen
haber demostrado interferir con los mecanismos de reparacion de DNA. Cuando hay
una exposicion a un metal se producen menores efectos tdxicos que cuando hay una
alta exposicién a varios metales; entonces los sistemas de reparacién se inhiben

.. . , . . 1
originando lesiones téxicas persistentes'®.

Un gran numero de datos epidemioldgicos indican una relacidn entre exposicion a
metales pesados y desarrollo de melanoma cutaneo. La exposicion ultravioleta supone
un 40-50% del riesgo atribuible de sufrir melanoma cutaneo. Ademas hay factores
ambientales y genéticos que juegan un papel menor de un 5%. En cuanto a los estudio
realizados en pacientes con prétesis M-M presentan niveles aumentados de Cr y Co
aumentados diez veces sobre el nivel normal y permanecen elevados durante al menos

107

10 afios™ . En un estudio Nérdico extenso se ha demostrado un incremento sustancial

108

en melanoma y cdncer de préstata . Existen datos experimentales que implican al Co

en la patogénesis del melanoma y en trabajadores expuestos ocupacionalmente a
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109,110

metales . En los ultimos tiempos se ha acrecentado la preocupacién en torno a la

liberacion de metales desde los dispositivos que conforman las proétesis y la

concomitancia de sarcomas locales***?

. No obstante, con los datos presentados en el
informe emitido por la Health Quality Ontario 13 y en la cohorte del Finnish
Arthroplasty Register en el periodo 2000-2010'**, no hay evidencia de riesgo de
aumento en desarrollar cancer en pacientes portadores de prétesis M-M. Sin embargo,
no se puede afirmar que sean totalmente seguros en este aspecto hasta que no se
tengan mas datos de seguimiento. Varias publicaciones 12116117 han demostrado que
el melanoma cutdneo se incrementa tras las artroplastias de cadera M-M, de forma
paralela a los niveles aumentados de Cr en el torrente sanguineo y en la orina. Puesto
que el Cr® se elimina por rifién, hubo un incremento de cancer renal, pero no hubo
una relacion dosis-efecto, consistente con muchos estudios de farmacocinética de Cry
dafio urinario. Es interesante el hecho de la deteccién de aneuploidia118 (cambio

universal cromosémico en melanoma cutaneo) en linfocitos de pacientes con protesis

M-M.

Se sabe desde hace tiempo que los metales se unen a la melanina®®, el mayor

producto de diferenciacidn de los melanocitos (Figura 18).

Posibles metales pro carcinogénicos y
melanomogénicos

Melanina natural: Promotores de OH

Biometales Cu, Zn, Fe, Metales activadores redox: Cu, FE, Cr., Mn,

Metales traza Ni, Mo, Mn, Co Co, Pb

S Aumento de radical semiquinona:
Nobioldgicos (Cr, Au, Ag, Pb) SC3+,La3+,In3+AlI3+, Zn2+, Cd2+

Figura 18: Clasificacion de metales procarcinogénicos en melanomogénesis.
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Cuando la melanina esta parcialmente oxidada, los metales unidos a la melanina sirven
como un generador de bajo potencial de superdxido con efectos secundarios en las
rutas de sefializacion™®°. Por otra parte, ya se ha mencionado la importancia del cu® y
Fe’* libres, como contribuyentes al estrés oxidativo durante la disrupcion
melanosémica que acompafia el proceso de melanomagénesis y, durante la
angiogénesis inducida tras quemado, y la liberacion de HB-Fe libre'?! . Se sabe desde
hace tiempo que determinados elementos empleados en técnicas de imagen Ga**
(anélogo de Fe*') se unen dvidamente a la melanina en pacientes con melanoma®®.
Esta observacion ademas del interés creciente de los cambios redox en la melanina
durante la melanomagénesis lleva a la cuestidn aun no resuelta ¢Podrian los metales

contribuir a la patogénesis del melanoma cutaneo?

A.3. METALES: QUIMICA Y DANO GENETICO

En 2009 la Oficina de Evaluacién de Riesgo medioambiental para la Salud de la Agencia
de Protecciéon Medioambiental de California anuncié un nuevo informe en cuanto a los
estandares de Cr® y un nuevo riesgo en funcion a la incidencia de cancer sugiriendo
que el Cr® no debe superar los 0,06pg/L o 0,06 ppb. En el memorandum presentado

123 £ [imite

en 2014 se establecié un nuevo nivel maximo de Cr hexavalente en 10 pg/L
maximo establecido para Cromo total desde los afios setenta en las aguas de bebida

como contaminante no debe superar los 50ug/L o 0,05ppm.

La bioquimica y quimica del estrés oxidativo inducido por metales y carcinogénesis son

. 124,125,12
extremadamente complejos ~" >126

. Afecta a las células sin conducir a la produccién
de lesiones de oxo0-8-dG sino a una diversidad de otros efectos incluyendo la
interrupcion de la topoisomerasa que se una a DNA conllevando a una “infidelidad” en
la replicacién127. Durante la reduccién de Cr® a Cr** se forman complejos mutagénicos
ternarios dentro de las células, y en el intento de reparar este dafio se produce como
resultado la aneuploidia. El aspecto remarcable de todo este proceso es que no ocurre

dano tipo 8-oxo-dG, p53 no estd inactivado, y los pares CG son la diana principal. La

consecuencia total es la aneuploidia con un resultado posible de mutacién fenotipica.
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En el primer estudio’®® detallado acerca del espectro mutagénico del cr® ,sobre
células humanas sobre el exdn 3 del gen hipoxantina-guanina fosforribosil tranferasa,
se encontraron 4 hotspots inducibles por Cr® dentro de la secuencia diana: C:G->A:T
(4,5% de mutantes); A:T->T:A (2%);C:G->A:T (2,5%) y C:G->T:A (4%).Este proceso difiere
notablemente del observado con H,0,, oxigeno molecular o Fe2+,de los que se piensa
gue son dependientes y proceden de la via de los intermediarios de radicales libres de

oxigeno.

Maés recientemente?, se demostré gue los aductos de Cr**-DNA inducen mutaciones
. . . . . 130 Lo
G->T principalmente, que se evidencia en un estudio™ sobre la gendmica del

melanoma.

A.4. TOXICIDAD DE LOS METALES

A.4.1. Cromo

El Cr se encuentra de forma frecuente en sus estados de oxidacidn 3 y 6, siendo este
dltimo 100 veces mas toxico. El Cr ® esta categorizado como un potencial
carcinogénico por la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (grupo 1-

IARC).

Recientemente se han publicado el hallazgo de polineuropatias causadas por las
metalosis Cr-Co tras la implantacién de una prétesis. Los pacientes portadores de
implantes presentan niveles elevados de metales en sus fluidos biolégicos por lo que
hay un riesgo de toxicidad sistémica a largo plazo. Se considera que hay un desgaste

significativo si los niveles en suero de pacientes portadores de Cr son >5 ppbm.

Se han descrito casos de ingestion industrial accidental en la que se desarrolld
trombocitopenia, hemorragia, gastroenteritis, hepatitis téxica, nefritis tubular. Segun
los casos descritos, la hemodialisis es el tratamiento de rescate para tratar la

insuficiencia renal aguda. No obstante, se han producido casos de fallecimiento por
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ingesta de sulfato de cr® en la gue se observd coagulopatia, gastroenteritis erosiva,
pancreatitis, edema pulmonar y fallo renal. Finalmente, la hemodialisis no pudo evitar

el fallecimiento del paciente.

El Cr hexavalente se absorbe rapidamente y eficientemente y debido a su potencial
corrosivo produce la ulceracion de piel y mucosas. Se asocia citotoxicidad celular con el
dafio mitocondrial y lisosomal debido a los radicales libres de oxigeno. Las causas de
fallecimiento se deben habitualmente a hemorragia gastrointestinal, shock
hipovolémico debido a la perdida de fluidos y/o hemorragia. El dafio y necrosis

hepatica también son otros factores de mortalidad**2.

Debido a que el Cr® presenta afinidad por los glébulos rojos, el higado y el rifién,
aungue se esté expuesto a cantidades pequefas de dicromato potdsico, puede originar
un serio daifio de estos d6rganos y hemolisis intravascular. Para monitorizar la
intoxicacién, es mdas recomendable analizar la cantidad de Cr en los glébulos rojos, ya
que es mas exacto por los motivos anteriormente expuestos. En general, se puede
alcanzar un pico en sangre tras 5 horas desde la exposicion. La remocion de Cr inicial
del torrente sanguineo genera un gradiente con una redistribucion subsiguiente. El Cr
se distribuye ampliamente por el cuerpo alcanzandose concentraciones 10-100 veces
mayores que en la sangre. Aunque la hemodialisis es efectiva en casos de toxicidad
aguda en toxicidad crdénica se genera un gradiente volviendo a aumentar los niveles en
sangrelge. EL Cr se excreta en orina principalmente, con una semivida inicial de 2-3
dias, seguido de una semivida terminal de un mes. No obstante, los niveles pueden
permanecer elevados durante 3 meses tras la exposicién, indicando que los iones de Cr

se reintroducen en la sangre lentamente tras ser distribuidos a espacios

extravasculares.
Debido a este complejo proceso toxicocinético el estudio de un paciente expuesto a

una fuente de Cromo debe realizarse rigurosamente teniendo en cuenta todas las

variables anteriormente mencionadas.
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A.4.2. Cobalto

La intoxicacidon por Co en pacientes portadores de prétesis articulares ha originado
alteraciones en el sistema nervioso central (SNC) con desenlace de una afectacidon
moderada sensoro-motora con ceguera total, sordera y postracion por debilidad
motora severa en extremidades. En estos casos se observaba una infiltracion masiva
de particulas metdlicas en tejidos periprotésicos. La neurotoxicidad de Co es conocida
en casos de exposicion ocupacional o por sobredosis en tratamiento de anemia
refractaria. En su tratamiento se ha empleado EDTA como antidoto para corregir la

carga corporal de Co.

La distribucidon del Co corporal se ve influenciada por su unién a proteinas plasmaticas.
La albumina es un transportador fisioldgico de los iones de Co. El Test de unién Co-
albumina (aprobado por la FDA) se utiliza para evaluar la isquemia miocdrdica. La
albumina modificada por isquemia es una forma de albimina sérica en la que los
aminoacidos del N terminal se han alterado y no es posible su uniéon a metales de

transicion.

Los metales no unidos a proteinas pueden introducirse en las células a través de un
transportador de metales, DMT1 (transportador divalente de metales 1, que es
conocido por ser un transportador activo de Fe, Zn, Mn, Co, Cd, Cu y Pb mediante un
mecanismo acoplado a protones. DMT1 presenta 12 segmentos transmembrana y se
expresa en neuronas, permitiendo la incorporacion de metales desde el medio

extracelular y/o desde endosomas reciclados.

La acidosis, la reduccién de la tensidon de oxigeno, y la generacion de radicales libres
pueden alterar el lugar de union de albumina. Estas circunstancias podrian deberse al
Co y Cr liberados constantemente desde la protesis. La medicidén de niveles de Co en
matrices bioldgicas y su unién a proteinas puede ser Util para conocer los efectos y la

variabilidad de la toxicidad del Co.
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Por tanto, es interesante analizar el Co no sélo en suero sino en otras matrices
bioldgicas ya que la liberacién continua desde la prdtesis favorece la alteracion de la
albumina potenciando una redistribucion sistémica del Co, por lo que los niveles de Co
determinados en un momento puntual podrian no estar mostrando la carga sistémica

de este elemento.

A.4.3. Molibdeno

Hoy en dia los disefiadores de implantes recurren a él debido a su gran resistencia a
elevadas temperaturas, compatibilidad quimica, propiedades triboldgicas, o
propiedades fisicas como la conductividad térmica, eléctrica y la expansién térmica**>.
El Mo es un elemento esencial, cofactor de diversas enzimas (xantina oxidasa, aldehido
oxidasa, sulfito oxidasa). Es necesario para el metabolismo proteico, el metabolismo

del azufre, la hidrélisis de los ésteres fosfato y el transporte y utilizacion del hierro.

No existe de forma natural en estado metdlico puro, sino que se encuentra asociado a
otros elementos. De los 5 estados de oxidacién (2-6), el mas frecuente es Mo** y Mo®".
El Mo se encuentra habitualmente en disolucidn, en suelos y aguas en forma de anién
molibdato MoO,?. En soluciones con concentraciones elevadas de Mo se produce una
polimerizacién rdpida originando una amplia variedad de estructuras complejas
denominadas polimolibdatos. Los compuestos solubles de Mo incluyen molibdato
amonico, paramolibdato amdnico, molibdato de calcio, Mo metalico y tridxido de
Molibdeno. Los compuestos insolubles de Mo incluyen diéxido de Mo y disulfuro de

Mo.

Generalmente, los compuestos solubles son mds tdxicos que los insolubles. Se ha
observado elevacién de los niveles sanguineos de acido Urico y sintomas tipo gota en
trabajadores expuestos a Mo y en poblaciones de areas con elevados niveles de Mo en
suelo y vegetales .Asi mismo, se ha producido Molibdenosis en ganado que se

alimentaba de forrajes con alto contenido en este elemento. Esto suponia el
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subsecuente déficit de cobre necesario para la integridad funcional del sistema

hematopoyético.

En estudios™ sobre mamiferos se han observado los siguientes efectos tdxicos del
Mo: inapetencia, pérdida de peso, diarrea, alopecia, anemia, lordosis. En el grupo en el
gue se administraban sales de cobre como antidoto junto con molibdato de amonio no
se observaban estos sintomas y tampoco se reflejaban alteraciones de los pardmetros
analiticos sanguineos. La explicacién de estos hechos se debe a que la falta de cobre

implica un defecto en la hematopoyesis y el metabolismo del hierro.

Hasta la fecha se conoce un caso de envenenamiento por Mo tras una ingesta de
suplementos superior a la dosis indicada (13,5 mg durante 24 dias) en la que se
observé: psicosis, pérdida de libido y niveles bajos de testosterona™®. La toxicidad a
nivel reproductivo se conoce desde mediados del siglo XX y son varios estudios los que
demuestran afectacién gonadal a nivel morfolégico y funcional (disminucion de la
concentracion del esperma, alteraciones morfoldgicas y de motilidad) asi como

embriotoxicidad de origen masculino™®*373,

A.4.3.1. Metabolismo del Molibdeno

En estudios en humanos se ha evidenciado que presenta una absorcién de entre el 50-
90% en su forma hexavalente. Una vez absorbido se distribuye rapidamente desde
la sangre a la mayoria de los 6rganos. Las concentraciones mas elevadas de Mo se
encuentran en los rifiones, higado y en los huesos, tanto en animales de
experimentacién como en humanos. Cuando se retira la fuente de exposicidn, las
concentraciones tisulares vuelven a niveles normales. En cuanto a su distribucion, en
sangre se une a o-2-macroglobulina en forma de molibdato y a la proteina de
membrana de los gldbulos rojos, espectrina. La excrecion a través de la orina es rapida.
A través de la bilis se elimina una pequefia cantidad (<1%). Cuando hay elevadas
cantidades de Mo en el organismo o bien especies hexavalentes se excreta a través de

la bilis. La presencia de niveles elevados de Cu y sulfatos potencia la eliminacién de Mo
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mediante el bloqueo de proteinas transportadoras y la inhibicidon de la reabsorcién

140 141

tubular de Mo™". Mo atraviesa la barrera placentaria™ . El Mo es un cofactor esencial
de 3 sistemas enzimaticos: aldehido oxidasa, xantina oxidasa/deshidrogenasa y sulfito

. 142 . . . , . .,
oxidasa**. Todas estas enzimas catalizan reacciones de 6xido-reduccién.

A.4.3.2. Efectos toxicos

El metabolismo de Mo esta relacionado con el de cobre y azufre. Las sales de Mo
pueden inhibir la absorcién intestinal de hierro y cobre mediante mecanismos no del
todo conocidos. Se cree que compiten por receptores del borde en cepillo intestinal
y/o que los componentes tiomolibdato o cobre-molibdato se absorben pobremente y
no devuelven el cobre existente para la incorporacion en ceruloplasmina y otras

proteinas que contienen cobre.

De forma indirecta, Mo disminuye la actividad de la enzima sulfito oxidasa
incrementdndose el acimulo de sulfito de cobre y otros sulfitos. En el higado mas del
50% se encuentra en forma de cofactor*®. En estudios experimentales con Mo
marcado inyectado se observan niveles elevados en higado, rifones, glandulas
endocrinas y cerebro'**. Existen variaciones substanciales en los niveles sanguineos de
Mo en la poblacién ya que el andlisis de Mo es dificultoso y susceptible de
contaminacién. La mayoria de la poblacion presenta niveles de 5 ng/mL en sangre145.

En cabello se han determinado concentraciones en un rango de 0,025-0,100 pg/g"*.

En pacientes expuestos a vapores de Mo se observan sintomas de exposicion crénica
como anorexia, debilidad, fatiga, dolores de cabeza, artralgia, mialgia, tos y diarrea.
Pueden desarrollar un patrén radioldgico similar a la neumoconiosis. Se produce un
aumento de la xantina oxidasa y es un cofactor de tranferasas portadoras de hierro.
Por tanto, los pacientes con niveles elevados de Mo desarrollan ataques de gota y
anemia hipocrémica microcitica. Asi mismo, se ha determinado el aumento de la
excreciéon urinaria de cobre junto con la elevacidn de ceruloplasmina en sujetos con

147

una dieta rica en Mo Por otra parte, se ha detectado esclerosis multiple en
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humanos expuestos a altas concentraciones de Mo en alimentos y en el aire 8,

, . . ;. . . 149 . 150
Ademads, el molibdenismo croénico causa atrofia testicular™. En un estudio

estadounidense se ha probado la relacién de la exposicion a Mo e infertilidad en

varones. Es un hecho constatado en animales a pesar de que en humanos se requieren

mas estudios para explicar los mecanismos toxicolégicos.

Las particulas de desgaste de las prdétesis se diseminan sistémicamente a nddulos
linfaticos locales y distales, al higado y al bazo. Como ya hemos descrito, los riesgos de
reacciones inmunes incluyen: reacciones de hipersensibilidad, toxicidad,
carcinogénesis y mutagénesis. Hay estudios que demuestran™? qgue las particulas de
desgaste pueden dafar los cromosomas de forma dosis-dependiente. Los resultados

obtenidos in vitro se correlacionan con los practicados in vivo.

Los resultados de la combinacidn de Co, Cr, Ni y Mo apoyan la necesidad de evaluar el
efecto mutagénico, si lo hubiera, de Mo. Segun los estudios™ y la tipologia
composicional de las particulas, en aquellos casos en los que predominaba Cr, Co y Mo
no se producia una induccion especifica de microntcleo. A diferencia de lo anterior el
Ni si presentaba un efecto inductor. Para medir la toxicidad aguda se realizé un test en
el que se utilizaron soluciones con células osteogénicas sometidas a soluciones con
iones individuales y mezclas que representaban la composicion de la aleacién (Co
66,5%-Cr 27,5%-Mo6 %, ASTM F75). Las concentraciones que se empleaban cubrian el
rango de los 50 ppb a los 50 ppm. El grado de toxicidad fue: Cr (VI) > Mo (VI) = Fe (lIl) >
Co (II) > Ni (ll). No se encontré toxicidad para Al (llII), Mn (ll), Ti (IV), V (V). En un
estudio™’ en el que se evalud la citotoxicidad de varios iones se determind que; la
soluciones con Ni** alteraban funciones metabdlicas en el rango de 3-30 ppmy, cr* y

* en el rango de 10 a 100 ppm, mientras que Cr6+y Be?* causaban alteraciones

Mo
celulares en el rango de 0,04-12 ppm siendo las mds téxicas. Molibdato aparecié como
el menos citotdxico. Mediante analisis de microscopia electréonica de barrido se han
estudiado cambios ultraestructurales de fibroblastos expuestos a soluciones de sales
de molibadto tras cultivarlos 24 o 72 h. Se ha observado citotoxicidad celular como
irregularidades en la forma del ntcleo, menor nimero de mitocondrias y disminucién

~ 1
de su tamafio™”.
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Se evaluaron® los efectos de Mo y otros metales iénicos (Al (Aluminio), Cr, Co, Cu
(Cobre), Fe (Hierro), Ni, Nb (Niobio), V (Vanadio) y Zr (Circonio)) sobre el dafio en el
DNA, la apoptosis, necrosis y la proliferacién de linfocitos T-helper (Jurkat). En cuanto a

Mo se observo lo siguiente:

v" El Mo inducia el menor dafio de DNA a la dosis mas elevada (5 mM).

v El Mo era moderadamente apoptdtico ya que inducia mas del 50% de las

células caspasa 9 positivas a niveles de 0,5 mM.

v" El Mo, Al y Fe no inducian una reduccién significativa de la viabilidad de las

células Jurkat T a ninguna concentracion evaluada.

v El Mo y Cr presentaban un relativo pequefio efecto sobre la viabilidad de las

células Jurkat T (mas del 80% eran viables a la dosis mas elevada).

v'El Mo, Be y Ni inhibian sélo moderadamente la proliferacién celular de las

células Jurkat T a concentraciones de 0,5 mM y no reducian su proliferacion <1mM.

En cuanto a la toxicidad en términos de hiperreactividad del sistema inmune a
productos de desgaste de aleaciones metdlicas, en un estudio se ha demostrado que
se producia una respuesta linfocitica proliferativa a metaloproteinas complejadas con

productos de degradacion de aleaciones Co-Cr-Mo™®.

Existen datos de intoxicacién por Mo con la denominacion Lucor molybdeni debido a la
presentacion de psicosis y convulsiones. Dicha intoxicacion se produjo por consumo de
un producto nutracéutico con tomas diarias de 300-800 mg Mo/dia con una dosis
acumulada de 13,5 mg. En adultos se ha establecido que la ingesta segura de Mo se

157

encuentra entre 75-350 pg/dia™’. Tras el episodio de psicosis aguda con alteraciones

visuales y alucinaciones auditivas, se produjo una series de convulsiones tipo “petit

III

mal” y posteriormente un ataque “grand mal” que comprometid la vida del paciente.

Se analizé el nivel de Mo en sangre y se obtuvo 7,7 ng/mL (niveles normales 0,9-
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1,8ng/mL158). Los sintomas remitieron horas mas tarde tras el inicio con la terapia de
guelacion con CaEDTA. Tras la realizacion de tests neuropsicolégicos y pruebas de
imagen se demostrd dafo cerebral a nivel frontal cortical. Un afo tras la intoxicacién el
paciente fue diagnosticado de encefalopatia tdxica con alteraciones cognitivas,

depresidn mayor, y estrés postraumatico.

Puede afirmarse que existen datos sélidos en cuanto a la toxicidad del Mo y sus
efectos a nivel hematopoyético, del sistema nervioso central y sistema reproductivo.
Ademas presenta actividad mutagénica y citotéxica. Se trata de un elemento no
protocolizado en la monitorizacidén de pacientes portadores de prétesis M-M segun las
indicaciones de las principales agencias sanitarias y, por lo expuesto anteriormente,
creemos seria interesante protocolizar. Sobre todo en el caso de las proétesis de
recubrimiento, indicadas en pacientes jévenes y por tanto, con mayor tiempo de

exposicidon a sus efectos.

A.5. METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION DE LOS METALES
PROCEDENTES DE IMPLANTES ORTOPEDICOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS

En las dltimas dos décadas las prétesis M-M han emergido como una alternativa
Optima frente a metal-polietileno debido a su menor desgaste volumétrico y
consecuentemente menor ostedlisis inducida. No obstante, segin los ultimos datos
obtenidos de supervivencia de los registros nacionales, evidencian una tasa de fracaso
hasta 3 veces superior frente a las prétesis totales con superficies de friccion no
metalicas. Ademas, las reacciones periprotésicas han emergido como una importante

razén de fracaso en estos pacientes™.

Debido a lo anterior, diversas sociedades han puesto de manifiesto la importancia de
establecer algoritmos para categorizar el riesgo de los pacientes portadores de este
tipo de dispositivos36. Una artroplastia de cadera que presente sintomas dolorosos
puede deberse a numerosas causas extrinsecas o intrinsecas. Por tanto, ademas del

examen clinico, seran necesarias pruebas radiograficas y tests de laboratorio para
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perfilar la causa potencial del dolor. Como se ha explicado anteriormente, las protesis
metalicas en contacto con los fluidos corporales liberan particulas e iones que, a través
del torrente circulatorio, alcanzan distintos érganos y tejidos donde se depositan y/o

excretan (orina, cabello,...).

Para intentar conocer las implicaciones clinicas de estos productos de degradacién, es
interesante determinar, de forma exacta y precisa, los niveles de metales en pacientes
portadores de implantes y en personas sin implantes. Se han determinado niveles
basales en poblacién sana de referencia en suero de 0,31-1,97 ppb para Cry 0,3-1,02
ppb para Co, mientras que en orina los niveles de Cr se encuentran entre 0,04-4 ppb y

0,16-1,14 ppb para Co™.

En la Tabla 3 se recogen algunas de los trabajos que muestran aplicaciones de la
técnica ICP-MS a la determinacién de los metales liberados por las prétesis articulares
de cadera M-M. Los datos expuestos en esa tabla evidencian, en general, un aumento
en la concentraciéon de Co y Cr en los fluidos bioldgicos de los pacientes portadores de
protesis de cadera M-M con respecto a los grupos control (personas sin implantes). No
obstante, los resultados obtenidos en los diversos estudios son muy variables; asi los
niveles de Co en sangre de los pacientes oscilan entre 0,2 ppb y 5,6 ppb; en suero van
desde 0,2 a 10,5 ppb y se han publicado valores incluso de 4,2 ppb; y en orina se
presentan en un rango de 1 ppb hasta 18 ppb. Esta situacion es extrapolable a Cr y
otros elementos por lo que es muy dificil establecer conclusiones determinantes y
realizar comparaciones. Esta situacién se debe a que en cada estudio se utilizan
distintas metodologias analiticas, diferentes tipos de muestras, los pacientes son
portadores de distintos tipos de protesis (diferentes disefios, fabricantes, etc.), el
grupo control no es el mismo e incluso no existe, etc. Ademas, debemos tener en
cuenta las diferencias interindividuales, los factores ambientales, la influencia de la

dieta, habitos de vida, etc.

El cabello presenta un potencial destacable como biomarcador ya que refleja la

exposicién histdrica a diversas sustancias, entre las que se encuentran los metales

160

pesados . Su determinacién evita medidas invasivas y molestias al paciente, es
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independiente de situaciones ocasionales y muestra verdaderamente la situacién de la
intoxicacion que pueden producir estos iones. Se conocen los niveles en la poblacion
normal que oscilan para Cr entre 0,11-0,52 ppm, Co 0,004-0,14 ppm y Mo 0,010,028
ppm161, por lo que su determinacién podria ser un buen indicador de la intoxicacion
por metales en las artroplastias M-M con altos niveles de concordancia'®’. No se ha
estudiado hasta ahora si la determinacion de metales en el cabello puede ser util en
los pacientes portadores de préotesis M-M, bien para sospechar una intoxicacidn o para

realizar su seguimiento.

Autor/Afo/ Ne Ne de Fluido ICP-MS Metal Niveles/ (pg/L) (*)
Ref pacientes controles bioldgico Pacientes Controles
1. |aViC01|94 et 14 19 Suero HR-ICP- Co 3,7-43,2 2,1-4,8
al. 2006 MS Cr 0,4-4,9 1,1-1,8
H. Dahlstrand 28 - Suero HR-ICP- Co 0,2-2,1 -

et al. 2009™** MS Cr 0,5-2,2

C. Anderson 91 - Suero HR-ICP- Co 0,3-1,0 -
et al. 2009*® MS Cr 0,6-1,4

P.A. 64 - Sangre HR-ICP- Co 0,2-2,0 =
Vendittoli et MS Cr 0,4-5,1

al. 2011™%°

P. Sauvé et 28 - Sangre ICP_DRC Co 1,0-3,4 -
al. 2007"” -MS cr 1,8-4,4

E. Dunstlgy et 3 4 Sangre HR-ICP- Co 1,1-2,4 0,4-9,0
al. 2005 MS Cr 1,7-2,5 1,9-2,3
E. Dunstan et 3 4 Orina HR-ICP- Co 3,6-18,0 0,4-0,7
al. 2005™%® MS Cr 1,8-3,9 <1

I lavicoly et 14 19 Orina HR-ICP- Co 1,5-9,4 0,1-0,4
al. 2006'% MS cr 0,5-3,5 0,4-2,0
C. Anderson 91 - Orina HR-ICP- Co 1,0-3,4 -
et al. 2009 MS Cr 1,8-4,4

M. 75 Cabello AAS Cr - 0,61
Leotsinidis

1990

R. 50 - Cabello Cr - 0,0640,1
Shamberger 7
2003"°

J.P. Goullé et 45 - Cabello ICP-MS Cr - 0,20
al. 2005*>°

F. Gil et al. 178 - Cabello ETAAS Cr 0,99 -
2011

(*) en cabello pg/mL

Tabla 3. Niveles de Co y Cr en muestras de suero, sangre y orina de personas sin implantes (controles) y
portadoras de protesis articulares de cadera M-M (pacientes) mediante ICP-MS asi como de Molibdeno
en cabello.
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Aunque estos niveles se incrementan en portadores de prétesis metalicas, siguen
estando en el orden de unidades como ppb. Por ello es importante el empleo de
técnicas sensibles y selectivas como la espectrometria de absorcion atémica (ETAAS) y

la espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICPMS).

A.6. ESPECTROMETRIA DE MASAS CON FUENTE DE PLASMA DE ACOPLAMIENTO
INDUCTIVO (ICP-MS)

En 1980, la apariciéon de la espectrometria de masas con fuente de acoplamiento
inductivo (ICP-MS), supuso un nuevo paso evolutivo en el analisis elemental
inorganico. La necesidad de aunar la capacidad multielemental y el amplio rango lineal
de la espectrometria de emision optica con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES), con los limites de deteccion excepcionalmente bajos de la técnica

ETAAS, determind su desarrollo.

La técnica de ICP-MS se basa en introducir la muestra liquida, generalmente a través
de nebulizacion neumatica, para ser transformada en un aerosol en el sistema de
nebulizacién. El aerosol es transportado por un flujo de gas (argén) al interior de un
plasma de argdn, generado en una antorcha de cuarzo mediante la aplicaciéon de
radiofrecuencias. El plasma alcanza temperaturas entre 8.000-10.000 K que desolvatan
la muestra, la vaporizan, atomizan e ionizan, formando iones monoatémicos vy
monopositivos principalmente. Posteriormente, los iones formados pasan a través de
una interfase de extraccion, formada por dos conos metalicos (Pb o Ni), que se
encuentra a vacio moderado (1-2 torr aprox.), hasta un sistema de lentes
electrostaticas (zona de alto vacio), que enfoca el haz de iones hacia un analizador de
masas, el cual separara los iones en funcidn de su relacion masa/carga (m/z), seguido

de un sistema deteccién (Figura 19).

El ICP-MS se caracteriza por ser una herramienta de gran potencia en el andlisis
elemental ya que presenta rapidez, especificidad elemental e isotdpica, versatilidad (se

pueden analizar el 90% de los elementos de la Tabla Periddica), buena sensibilidad, con
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limites de deteccion en el rango de 0,001-10 pg/L (concretamente los limites de
deteccion de Cr y Co son de 0,07-0,05 pg/L respectivamente con un ICP de alta
resolucién o doble enfoquem), buena precisién (2-4%), amplios rangos de linealidad
(6-8 6rdenes de magnitud), capacidad multielemental y capacidad multiisotépica, lo
cual permite la medida de relaciones isotépicas y, con ello, la aplicacion de técnicas de
dilucion isotdpica para el analisis. Es por ello que en los ultimos afios se ha extendido el
uso del ICP-MS para la determinacion de los metales traza liberados, principalmente,

, . . . . 2. 166,173,164,167,1
por las prétesis articulares en los fluidos bioldgicos 66,173,164,167,165

Por ello, la técnica de ICP-MS de alta resolucién (HR-ICP-MS) permite resolver
interferencias espectrales, deteccién multielemental, a la vez que proporciona mejores
limites de deteccion en comparacion con los ICP-MS convencionales. Los efectos
matriz resultan insignificantes y las condiciones estables del plasma permiten realizar

correcciones matematicas para realizar una determinacién mas exacta™.

La aplicacién de ICP-MS, entre otras técnicas fundamentadas en la espectrometria de
masas, se han empleado en estudios para determinar niveles toxicos de metales y
niveles deficitarios en casos de niflos con autismo; para el estudio de la relacién de
alteraciones en niveles de metales en cabello y aparicién de infarto de miocardio; para
evaluar la relacidn entre los niveles de metales y la edad, el IMC y estado nutricional; la

exposicién ambiental, etc. /4172176177178

56



INTRODUCCION

SISTEMA DE INYECCION INTERFASE

1. Nebulizador enfriado por un sistema Pelter 5:(Gond de extcaccin if sidmimer

2. Bomba peristaltica ;

3 Enrada_ 90 0as portador (A7) CELDA DE COLISION

4. Extraccion de gas 7. Oclapoio (celda de colision)
SISTEMA DE IONIZACION ANALIZADOR

$. Antorcha ¢o cuarzo y bodina ¢e induccion 8. Cuadrupdo

Figura 19: Esquema del equipo de ICP-MS Agilent 7500 ce *’°. Imagen tomada del sitio:
http://www.chem.agilent.com/Library/brochures/5989-6410ES.pdf.

No obstante, debe tenerse en cuenta las potenciales interferencias que pueden afectar
a las medidas mediante ICP-MS. Estas interferencias pueden ser interferencias de
matriz y/o espectrales que constituirian los principales inconvenientes de esta técnica.
Las interferencias de matriz pueden reducirse, en muchos casos, mediante la dilucién
de la muestra y/o la adicién de uno o varios patrones internos. Asi, en el andlisis de
suero y orina las muestras se diluyen simplemente con agua de calidad Milli-Q. Pero,
en el caso de muestras de sangre, ya que la matriz es mas compleja, hay que llevar a
cabo un ataque diluyéndola con 0,1% de Tritdon X-100, o proceder a su digestion en
horno microondas con acido nitrico y H,0,. Ademds, en ICP-MS es frecuente el empleo
de patrones internos con una masa y potencial de ionizacién similares al analito que
ayuden a compensar los efectos de matriz. Se han utilizado Indio, Rodio, Galio e Ytrio,
entre otros para la determinacién de Cr, Co en suero, sangre y orina. Para el analisis de
un elemento con varios isotopos, se podra elegir como patrén interno de un isotopo

de dicho elemento, con el fin de llevar a cabo su determinacién mediante la técnica de
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analisis de dilucion isotdépica (IDA). Sin embargo, esta técnica ain no ha sido aplicada
para la determinacion de los metales liberados de los implantes metalicos en fluidos

bioldgicos.

Las interferencias espectrales se dividen en dos grandes grupos: interferencias
isobdricas e interferencias poliatédmicas. Las interferencias isobdricas se deben a los
isdtopos de otros elementos que presentan la misma m/z que nuestro analito, son
predecibles y se pueden evitar de varias formas; bien seleccionando los isotopos libres
de ellas, mediante ecuaciones matematicas de correccién de interferencias o

separaciones quimicas del analito de la matriz.

Las interferencias poliatomicas (mucho mas frecuentes), son debidas a la presencia de
iones poliatdmicos con la misma m/z que el elemento a analizar, formados por la
combinacién de especies derivadas del gas del plasma, o de los gases atmosféricos
(Ar,, N,, O,, etc.), de los reactivos empleados en el tratamiento de la muestras y/o de
la matriz de la misma. Actualmente, estas interferencias poliatdmicas se pueden
eliminar o al menos minimizar gracias a la existencia de equipos de ICP-MS con
analizadores de masas de alta resolucién o doble enfoque (HR-ICP-MS) y los ICP-Ms de

tipo cuadrupolo equipados con una celda de reaccidon dindmica (ICP-DRC-MS).

Estos ultimos equipos son mas sencillos de utilizar y mas baratos que los equipos de
HR-ICP-MS; sin embargo, determinadas interferencias poliatdmicas sélo pueden ser
eliminadas con el empleo de un ICP-MS de alta resolucion. Debe tenerse en cuenta que
hay una serie de estudios bibliograficos, previos a la aparicidon de estas técnicas, para
minimizar este tipo de interferencias por lo que los datos obtenidos deberian

considerarse con cautela.
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A.6.1. Espectrometria de masas elementales con fuentes de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS)

Los espectrometros de masas elementales surgen del acoplamiento entre una fuente
de ionizacion, el plasma de acoplamiento inductivo (ICP) y un espectrémetro de masas
(MS). Se basa en la formacién de un plasma de Ar mediante la aplicaciéon de un campo
electromagnético oscilante de radiofrecuencias. Este fendmeno tiene lugar en una
antorcha de cuarzo, la cual esta rodeada por una bovina de induccidn, y a través de la
cual fluye gas Ar. El plasma formado alcanza una temperatura entre 8.000 y 10.000
K180

, lo que permite que la muestra liquida, al llegar al plasma, sea desolvatada,

vaporizada, atomizada e ionizada.

El ICP es, por tanto, una fuente de ionizacion a presidn atmosférica que genera iones
principalmente monoatdmicos y monopositivos. Dado que los analizadores de masas
funcionan a alto vacio, es necesario que los iones formados en el plasma (a presion
atmosférica) lleguen al analizador de la forma mas eficaz posible. Para ello, los iones
formados pasan a través de una interfase de extraccidon, que comprende el espacio
delimitado entre los dos conos de metal: un cono de muestreo (sampler), con un
orificio aproximado de 1 mm de didmetro interno y un cono de extraccién (skimmer),
con un orificio de salida de 0,4 mm de didmetro interno (Figura 20). Esta interfase de

extraccion se encuentra a alto vacio de 1-2 torr aproximadamente.

YA LM

RFE cail

Figura 20: Detalle de la interfase de extraccion 181

Imagen tomada del sitio: https://books.google.es/books
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Apenas el 1% de los iones formados en el plasma pasan a través de esta interfase de
extraccion hasta el sistema de lentes electrostaticas, cilindros metalicos sometidos a
voltajes variables, cuya funcién principal es acelerar los iones muestreados y
enfocarlos independientemente de su masa hacia el analizador. El objetivo serd
obtener un haz colimado de iones hacia la entrada del analizador de masas,
minimizando la entrada de otras especies (como atomos neutros o fotones) al mismo.
Una vez en el analizador de masas, los iones se separaran en funcién de su relacién
m/z. Dependiendo del equipo de ICP-MS, el analizador de masas es diferente (como se
comentara a continuacion). Finalmente, sélo los iones seleccionados son detectados
por un multiplicador de electrones secundarios (SEM) que funciona en modo digital o

en modo analdgico (dependiendo de la intensidad de los iones).

Con el fin de eliminar o al menos minimizar las posibles interferencias poliatémicas
qgue afectan a algunos de los analitos objeto de estudio a lo largo de la presente Tesis
Doctoral, se emplearon dos equipos ICP-MS, equipados con dos analizadores de masas
diferente: un ICP-MS de doble enfoque y un ICP-MS de tipo cuadrupolo con celda de

colision/reaccién que mas tarde se describird en esta Tesis.

A.6.2. ICP-MS de alta resolucion o doble enfoque (HR-ICP-MS)

El modelo empleado de ICP-MS de doble enfoque para nuestro estudio fue un
ELEMENT 2 de Thermo Fisher Scientific (Bremen, Germany) (Figura 21). La principal
diferencia respecto a otros ICP-MS, es el analizador de masas, formado por un sector
magnético y un sector electrostatico. En este caso concreto dispuestos conforme a una
geometria Nier Johnson inversa (el enfoque magnético se realiza previamente al
electrostatico). Esta configuracion permite minimizar los efectos de colision que

producirian unos niveles de ruido elevados y disminuirian la sensibilidad.
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Sector electrostitico Rendija de salida

Multiplicador de elecfrones
secundarios (SEM)

Rendija de
entrada ”

‘ H Interfase

plasma

—
= e

Lentes de enfoque

Sector magnético

Figura 21: Esquema del ICP-MS de alta resolucion con geometria de Nier-Johnson inversa. Imagen

tomada del sitio: https://es.scribd.com/.../ESQUEMA-DE-ICP-MS-DE-DOBLE-ENFOQUE ¥,

En la Figura 22 se muestra la imagen exterior del equipo ELEMENT 2, en la Figura 23 se
muestra el nebulizador y en la Figura 24 se puede observar el interior del equipo

descrito anteriormente.

Figura 22: Imagen del ICP-MS de doble enfoque, ELEMENT 2, emplazado en los Servicios Cientifico
Técnicos de la Universidad de Oviedo.
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Figura 23: Imagen del nebulizador del ICP-MS de doble enfoque, ELEMENT 2.

A

(@

Figura 24: Sistema interno del ICP-MS de doble enfoque, ELEMENT 2.

En el equipo existen dos rendijas; una de entrada y otra de salida. Variando su anchura
se modifica el poder de resolucion del equipo (R), de este modo, se podran realizar
medidas de baja resolucidon (R=300), media (R=4000) y alta resolucién (=7500). A
mayor abertura de las rendijas menor resolucion. El poder de resolucién (R) expresa la
capacidad de un espectrémetro de masas para distinguir entre masas proéximas y se

define como: R=m /Am.
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Siendo Am la diferencia de masas entre dos picos adyacentes y m la masa media de los
dos. Dos picos se consideran separados si la altura del valle entre los mismos no es
superior a un cierto porcentaje (generalmente un 10%) de la altura de los mismos
(considerando que ambos tienen altura similar). La principal ventaja de este sistema es
su capacidad para la resolucién de interferencias espectrales sobre los analitos de
interés. En la Tabla 4 se muestran las interferencias mas importantes que afectan a los

elementos monitorizados en los estudios llevados a cabo durante la presente Tesis.

Dado que un aumento en la resolucidon supone una disminucién en la sensibilidad,
debe adoptarse una situacion de compromiso. En la presente Tesis se trabajé a media
resolucién (R=4000) puesto que como se observa en la Tabla 4 es suficiente para poder

. . . . 183
evitar las interferencias espectrales mas comunes™ .

Este equipo esta ubicado en una habitacién con atmosfera limpia, cuya principal
caracteristica es la de proporcionar de forma continua un flujo de aire laminar, para
evitar la presencia de polvo en la atmosfera del laboratorio que podria contaminar las

muestras.
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Elemento Interferencia Resolucion
27A| 12C15N+, 13C14N+, 14N2 Spread, 1H12C14N+ Media
26, 4OAI’12C+,36AF16O+,36AF15NlH+,37C|15N+,345180+,35C|1601H+,36Ar15N1H+ Media
S3cr 36Ar170+,40Ar13C+,39K160+ Media
%o 36Ar23Na+, 40Ar1801H+I 43C3160+, 42Ca1601H+, 24Mg35C|+ Media
*Mo °grieo* Media
*Mo *k,'*0" Media
95MO 40Ar39K160+, 7QBr160+ Media
%Mo 39K41K160+’ 795,175 Media
Mo 40Ar1601H+, 40Ca21601H+, 40Ar41K160+, 81p,16* Media
Mo #prt’0*, *K,0" Media
CUNP 44Ca160+, 23Na37C|+, B3ea1601H" Media
*INi *ca'®o'H’, Pscto’ Media
GZNi 46Ti160+, 23N339K+, 46Ca16o+ Media
64Ni 3251602+, 3252+ Media
28 32514N1H+, 305i1601H+’ 32515N+, 33N14N+, 33514N+, 15N1602+’ 14N16021H+' Media
12C35C|+, 31P160+
481 325160+I 34514N+, 33515N+, 14N16018o+' 14N17N2+, 12C4+, 36pr12c" Media
49Ti 32517O+, 3251601H+, 35C|14N+I 34515N+, 335160+, 14N17021H+, 14N35C|+, Media
36Ar13C+, 36Ar12C1H+, 12C37C|+, 31P180+
50y 345160+’ 36Ar14N+, 35C|15N+, 36514N+’ 325180+, 3617+ Media
51y 3451601H+’ 35C|160+, 38Ar13C+, 36Ar15N+, 36Ar14N1H+, 37C|14N+, 36515N+’ Media
335180+ 34sl7o+

Tabla 4. Principales interferencias espectrales que afectan a Co, Cr, Mo, Ni, Ti, Al, V asi como la
.z . 184
resolucion necesaria para poder separarlas = .

A.6.3. Evidencia experimental del analisis de trazas metalicas en cabello humano

El andlisis del cabello se ha empleado desde 1929 para el estudio de los niveles
sistémicos de elementos. A lo largo de las ultimas cuatro décadas, el analisis de cabello
se ha empleado extensamente para evaluar la exposicion ambiental, ocupacional, el
estado nutricional, el diagndstico de enfermedades y en el dmbito de las ciencias
forenses. Entre los factores por los que resulta interesante este tipo de muestra se
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encuentra la posibilidad de monitorizar los elementos acumulados en un periodo de
semanas e incluso meses, la facilidad de toma de muestra, su facil transporte y
manejo, y que generalmente, muestra concentraciones de elementos en niveles mas
elevados que otros medios bioldgicos (sangre, orina). Ademas, no sufre alteraciones
desde el momento en que se toma la muestra hasta que se analiza, la toma de muestra
no es invasiva y es aceptada por la poblacidn en mayor grado que las muestras de

sangre, permitiendo varias determinaciones a lo largo del tiempo'®.

El cabello humano ha demostrado ser un vehiculo de excrecién de sustancias,
incluyendo metales pesados, cuyas concentraciones aparecen 10 veces por encima de
los niveles encontrados en sangre u orina. Debido a que los cationes se unen a la
gueratina presente en la matriz capilar, este tipo de tejido resulta idoneo para el
analisis de salud en exposicién ambiental y ocupacional. Las concentraciones en sangre
y orina reflejan exposicién recientes mientras que el cabello abarca un periodo de

Y . 171
exposicion anterior="".

Las principales limitaciones que presenta este tipo de tejido consisten en la
diferenciacién entre la deposicion enddgena y exdgena, la inconsistencia de la relacidn
entre el estatus nutricional o sintomas clinicos y concentraciones andmalas, y
finalmente, la ausencia de rangos de concentracién de referencia bien definidos.
Ademas, otro factor limitante es la importancia del uso de técnicas analiticas validadas
correctamente. Estas determinaciones analiticas necesitan unos cuidados especiales
en la recogida y en el traslado de las muestras y no son realizadas de manera rutinaria
en los laboratorios de los hospitales generales. Ademas pueden estar alteradas
ocasionalmente por la ingesta de productos alimenticios, por el aporte de

. . . . 186,105
medicamentos o por situaciones ambientales™"".

Existen diversos estudios en poblacidn sana en los que los valores determinados para

Co se situan en el rango 0,06-1,67, para Cr entre 0,46-1,16 y para Mo entre 0,12-0,55

187,159,188

Se han llevado a cabo andlisis en cabello de pacientes con discapacidad motora severa

en los que, tras requerirse nutricion enteral, se observaron déficits de Cu, Se y Mo
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189

mediante analisis por ICP-MS™". Se ha relacionado el descenso de los niveles de Cr en

cabello con la edad y la aparicion de enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus

tipo 1'%

. El estudio de metales en cabello abarca un amplio nimero de elementos y
patologias en las que se ven implicados. El déficit de Zn y Mo podria estar relacionado
con el desarrollo de cdncer esofagico segun un estudio desarrollado en Sudafrica e

India®*

. En mujeres obesas en Polonia se observé que los niveles de Zn se encontraban
disminuidos, mientras que Cr y Mg se encontraban elevados, en comparacion con el
grupo control. Esta situaciéon se deriva del estado proinflamatorio originado por el
exceso de masa grasa que induce la expresion de metalotioneinas y trasportadores
regulados por Zn a nivel hepatico de forma que el Zn se acumula en higado y

adipocitos, lo que originaria una baja concentraciéon en cabello™®.

En poblacién
diabética se han detectado niveles de Cr en correlacién negativa con respecto a los
datos de glucemia y triglicéridosl%. En lo referente a Li, se han realizado estudios en
cabello en los que se ha concluido la posible relacion entre el déficit de Li y el
incremento de la tasa de suicidio entre las posibles etiologias causales™. Para
disminuir este riesgo se ha recomendado suplementar el agua de bebida con bajas

cantidades de Li*%*%

Por otra parte, en un estudio realizado en poblacion expuesta a
metales tras la guerra de Croacia, se hallaron diferencias significativas entre poblacidon
de areas de zona de combate tras 20 afios. Como consecuencia, en este estudio se

demostré que el cabello es un buen indicador de exposicién a largo plazo™’.

La Agencia Internacional de Proteccion Medioambiental y la Agencia Internacional de
la Energia Atémica'®"'®® han recomendado el empleo del cabello para monitorizar los
niveles de la mayoria de los elementos traza ya que se encuentran en mayores

. 1
cantidades que en otro lugar del cuerpo »,
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B. OBIJETIVOS
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Segun lo expuesto en la introduccidon de la presente Tesis Doctoral, el empleo de
implantes ortoprotésicos ha sufrido un incremento exponencial asociado al
envejecimiento poblacional. Dichos implantes contienen elementos metalicos como
Cromo, Molibdeno, Cobalto, Aluminio, Niquel, etc. que pueden liberarse, circular y
depositarse en el organismo pudiendo originar reacciones adversas o fracaso del
implante. Por ello es importante desarrollar métodos de deteccidn agil y eficiente para
detectar y prevenir la aparicién de este tipo de complicaciones. Por tanto, el objetivo
general de la presente Tesis Doctoral ha sido el hallazgo y la evaluacién de la Presencia
de metales en matrices bioldgicas (orina, suero y cabello) de pacientes con artroplastia
de superficie de cadera. Con este fin se ha llevado a cabo la puesta a punto de uno de las
herramientas mas sofisticadas como el ICP-MS para abordar cada uno de los objetivos

parciales:

1. Estudio de la presencia de iones metalicos (Cromo, Cobalto y Molibdeno) en cabello de
pacientes con artroplastias de cadera con friccion M-M y su modificacién con el paso del

tiempo.

2. Validacién de la técnica mediante un estudio comparativo con la medicidon de estos

iones en suero y orina.

3. Determinacion de los niveles de metales en suero y orina tras la cirugia de revision e

implante de un modelo artroplastico metal-polietileno.

4. Comprobacidn de la equivalencia de los niveles de esos metales en suero y orina tras la

cirugia de revisidon con los niveles encontrados en el cabello.

5. Analisis complementario del material protésico y tejidos extraidos en la cirugia de
revisién y de los metales minoritarios de la aleacién en suero, orina y cabello (Al, Mn, Mo,

Ni, Ti).

6. El objetivo ultimo ha sido conocer si la determinacién de metales en cabello de
pacientes portadores de artroplastias de superficie M-M puede sustituir a la
determinacién de esos mismos metales en suero y orina en el control evolutivo de esos

modelos.
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C. PACIENTES Y METODOS
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C.1. PROTOCOLO DE ACTUACION. RECOGIDA DE DATOS

Se trata de un estudio prospectivo, unicéntrico cuyo objetivo consistié en determinar
inicialmente los niveles de Cr y Co en suero y orina y los niveles de Cr, Co y Mo en
cabello de 45 pacientes monitorizados que habian sido intervenidos para implantar una
artroplastia de recubrimiento de cadera M-M empleando el sistema DePuy ASR® (DePuy
Orthopaedics, Inc., Warsaw, IN, USA) durante el periodo 2005-2009 en el Hospital San
Agustin (Avilés, Asturias). Todos los pacientes habian sido intervenidos en ese Centro
por los mismos cirujanos, con el mismo protocolo pre y postoperatorio e implantado el

mismo modelo de artroplastia de superficie.

Esta protesis estda fabricada en aleacion de Cr-Co compuesta por los siguientes
elementos: Cromo, Molibdeno, Niquel, Hierro, Carbono, Silice, Manganeso, Cobalto y
Nitrégeno. Se practicé cementacion en la cupula femoral (cemento dseo Palacos® con
gentamicina, Heraues, Alemania). Se emplearon diversos tamafios de clpula acetabular
y femoral y dos modelos de cupula acetabular ASR®, ASR® estdndar y ASR® 300, que

fueron impactadas a presion.

Los pacientes seleccionados para el estudio se han obtenido a partir de un listado
facilitado por el Servicio de Codificacidon del Hospital San Agustin de Avilés. Las historias
se han seleccionado por los miembros del equipo de investigacion. Este estudio fue
aprobado por el Comité Regional de Etica (Referencia 037/2011) (Anexo 1) y los
pacientes firmaron el consentimiento informado especifico para este estudio donde se
solicitaba autorizacidon para la obtencidn de: suero, orina, cabello, datos clinicos y

estudios radioldgicos.

La serie inicial comprendia 49 artroplastias. Los criterios de inclusién consistian en que
los pacientes debian haber sido implantados con el mismo modelo de proétesis, mientras
que los criterios de exclusidn consistian en presentar implantes bilaterales (1 caso, 2
artroplastias), y la perdida en el seguimiento, lo que sucedié en 2 pacientes. Para la
realizacion de este estudio se conté con la ayuda econdmica de una Ayuda a la

Investigacion de la Fundaciéon SECOT (Sociedad Espafiola de Cirugia Ortopédica vy
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Traumatologia) obtenida en el Concurso de Ayudas a la Investigacién del afio 2011
(Anexo 2). Esta ayuda se obtuvo a través de una convocatoria abierta y competitiva. Los
fondos econémicos fueron gestionados por la OIB (Oficina de Investigacidn Biosanitaria)

organismo que centraliza la investigacion biomédica del Principado de Asturias.

Los pacientes fueron contactados telefénicamente, para acudir a una consulta externa
del Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologia, previa cita de dia y hora. A través de
un protocolo realizado al efecto se cumplimentaron datos epidemiolégicos, se
recogieron datos de la intervencidon quirdrgica, se completd el protocolo Oxford de

cadera®®

(Anexo 3), una escala analdgica visual para el dolor y satisfaccién y se practicé
una exploracion articular de la cadera intervenida. En la misma cita se realizé una
radiografia de la cadera en proyecciones antero-posterior y axial y posteriormente
previa nueva cita una resonancia magnética, con secuencia de reduccién de artefactos,
en caso de elevacion de iones y/o alteracion clinica en evolucidn. Todos los estudios de
resonancia se realizaron con un equipo 1.5T (Achieva, PhilipsMedical Systems, Best, The
Netherlands). El protocolo de estudio incluia T1-, T2- y secuencia STIR (“Short T

Inversion Recovery”) con un grosor de 4mm en los cortes. Se empled un software para

reducir los artefactos metalicos.

Tras la aceptacién del consentimiento, se realizé una determinacién de niveles de
metales en muestras bioldgicas (suero, orina y cabello) mediante ICP-MS de alta
resolucién. El equipo empleado fue un Espectro de Masas de doble enfoque con fuente
de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS, modelo “Element” de Finningan MAT),
localizado en el Edificio de Servicios Cientifico-Técnicos de Investigacién de la
Universidad de Oviedo y ya referido anteriormente. Las visitas de los pacientes se
repitieron a los 6 meses y a los 12 meses. Se realizaron por tanto tres tandas de ensayos
gue supondran un total de 756 muestras. La técnica y los requisitos para la recogida de

las muestras de sangre, orina y cabello se describen posteriormente.

El protocolo que se cumplimentd en cada consulta constaba de los siguientes apartados

(Tabla 5):
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A) Intervencion Quirdrgica: fecha de primera intervencion, tipo de prétesis, tamafio
de cupula acetabular, tamafio de cupula femoral, complicaciones en la cirugia. (Sélo

cumplimentado en la primera consulta).

B) Sintomatologia actual: Valoraciéon funcional mediante Oxford Hip Score,
movilidad de la cadera, presencia de dolor en ingle, otra sintomatologia,

empeoramiento en los Ultimos meses, y Escala analégica visual para dolor y satisfaccidon.

La Escala Analdgica Visual (E.V.A.)*"* fue disefiada por Scott-Huskinson en 1976. Se
compone de un dibujo con una linea continua con los extremos marcados por 2 lineas
verticales que indican la experiencia dolorosa. Esta escala se denomina analdgica
solamente cuando se emplean palabras en sus dos extremos, tales como “no dolor” y el
“maximo dolor imaginable” o “no alivio” y “alivio completo”. Se denomina “grafica” si se
establecen niveles con las palabras de referencia. Al paciente no se le indica que describa
su dolor con palabras especificas, sino que es libre de indicar, sobre una linea continua, la
intensidad de su sensacién dolorosa en relacién con los extremos de ésta. Se han ido
introduciendo modificaciones (Figura 25) con el fin de aumentar su sensibilidad, ya que
alrededor de un 9% de los pacientes son incapaces de completarla.

Se conocen estas modificaciones:

v Escala analdgica graduada. Aparece una serie de marcas o gradaciones, aisladas o

acompafadas de nimeros o términos descriptivos ordinales.

v' Escala analdgica luminosa (Nayman). Esta constituida por un sistema de colores
codificado —blanco, amarillo, naranja, rojo, violeta— que se disponen a lo largo de la linea.
Cada uno de estos colores es representativo de un determinado nivel de dolor, que
abarca desde la ausencia de dolor (color blanco) hasta un dolor insoportable (color
violeta). El paciente debe marcar un determinado color que refleja la magnitud de su

dolor.
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v’ Escala de la expresion facial (Faces Pain Scale [FPS]). Fue desarrollada por Bieri en
1990 para su uso en ninos. Estda compuesta por rostros con diferentes expresiones que
representan a una persona que estd feliz porque no siente dolor o que esta triste porque
siente algo de dolor o mucho dolor. A cada rostro se le asigna una puntuacién. Se pide al
paciente que seleccione el rostro que describe mejor cdmo se siente. Al no requerir
lectura, escritura o capacidad expresiva, puede ser muy util para valorar el dolor en
pacientes con incapacidad para describirlo o para comprender las formas de valoracion,
como los nifios menores de 3 afos, las personas analfabetas, los pacientes con deterioro

cognitivo y los mas ancianos, con datos aceptables de fiabilidad y validez*®.

Pain Intensity Scale

EVE] ! ODERADA - INTENSA'

Figura 25: Escala analdgica visual actualizada. Imagen tomada del sitio:
http://fisioterapiasinred.com/escalas-unidimensionales-de-dolor/**.

C) Estudios analiticos: niveles en suero, orina y cabello de Cr, Co y en cabello de Mo
con técnica de extraccion especial para evitar contaminacion exdgena de las muestras,
pruebas de funcion renal, hemograma completo con recuento, datos bioquimicos

convencionales.

D) Estudio radioldgico: radiografias simples en proyeccién antero-posterior y axial
(Figura 26) donde se midié la angulacién del componente acetabular, angulaciéon del
componente femoral, movilizacidon-hundimiento, estrechamiento del cuello, ostedlisis
femoral segun la graduacion de Amstutz et al’®, y ostedlisis acetabular segin la

clasificacion de De Lee y Charnley®®.

80



PACIENTES Y METODOS

Figura 26: Radiografia de cadera en paciente portador de ASR® de recubrimiento con las mediciones
sefialadas.

E) En funcidn de los hallazgos clinicos, analiticos y radioldgicos se realizaron estudios
de RNM (Figura 27) con técnica especial de reduccion de artefactos metalicos y busqueda

de presencia de pseudoquistes u ostedlisis.

Figura 27: RNM en la que se puede aprecia un pseudotumor constatado posteriormente como ALVAL.

F) Fecha de cirugia de revision, si se habia producido: tipo de cirugia y hallazgos.

Resultados anatomopatoldgicos y bacterioldgicos.

G) Cuando fue preciso la cirugia de revision, se realizaron andlisis complementarios

de las protesis y tejidos extraidos.

H) Asi mismo, se afiadieron los datos de niveles de metales minoritarios de la

aleacién (Al, Mn, Mo, Niy Ti) realizados al mismo tiempo que los metales protocolizados.
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Los datos recogidos fueron almacenados en una Base de datos realizada al efecto.

ESTUDIO ASR® METAL-METAL

ANALITICOS, FECHA

Co
Niveles en cabello:

A IDENTIFICACION Nombre  paciente Numero Historia: Numero de

(iniciales): orden:

Lado:

Antecedentes Actividad laboral habitual: Peso:

personales: Talla:

Alergias. Medicacion habitual: Nuevos
procesos
patoldgicos
desde el
implante:

B. CIRUGIA: Fecha de 12 Tamafio de cupula acetabular: Tamafio  de
intervencion: clpula
femoral:

Tipo de ASR®: Complicaciones en la cirugia:

C. SINTOMATOLOGIA Oxford Hip Score Chasquidos: Movilidad:

ACTUAL Otra sintomatologia Empeoramiento en los Dolor en ingle:
ultimos meses

D. ESTUDIOS Niveles en suero: Cr, Niveles en orina: Cr, Co Técnica de

determinacion

Cr,Coy Mo
Hemograma: Pruebas de funcién renal:
E. DIAGNOSTICO Fecha Rx simples Hallazgos: Fecha RMN:
RADIOLOGICO -Angulacion cotilo Hallazgos:
-Angulacion vastago Otras
-Estrechamiento cuello exploraciones:
-Ostedlisis femoral (Amstutz)
Ostedlisis acetabular (De Lee)
Otros hallazgos
F. EVOLUCION Satisfaccion: EVA
PACIENTES 1.Esta satisfecho
2.Tiene dudas sobre
resultado
3.No esta satisfecho
4.Estuvo satisfecho,
ahora no
5.No sabe/no
responde
G. FECHA  CIRUGIA Tipo de cirugia Hallazgos
REVISION

Tabla 5. Cuestionario cumplimentado en cada consulta.
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C.2. INSTRUMENTACION ANALITICA

Es este apartado se describira la instrumentacion de caracter general utilizada a lo largo

de la presenta Tesis Doctoral.

Los protocolos de trabajo se basaron en la evidencia experimental en el tratamiento de
muestras bioldgicas en el analisis mediante ICP-MS vy, en particular, en el analisis de

207,2
muestras de cabello?®”?%®

. Los parametros experimentales se optimizaron diariamente
mediante el analisis de una disolucion de 10 pg/L de Li, Y y Tl de Merck (Darmstadt,
Alemania) a baja, media y alta resolucién. También se realizé diariamente el Mass Offset
del equipo, mediante la medida de una disolucién de 10 ug/L de Al, Cr, Co, Mo, Mn, Niy
Ti en HNOj3 al 1%, con el fin de asegurar que se estaba midiendo Unicamente la sefial

correspondiente a estos analitos y no la sefial correspondiente a posibles interferencias.

El equipo utilizado en la presente Tesis Doctoral fue el ICP-MS modelo 7500ce de Agilent
Technologies (Tokio, Japodn) junto con un ELEMENT 2 de Thermo Fisher Scientific
(Bremen, Germany). Este equipo, como ya se ha descrito, consta de un nebulizador tipo
Meinhard, una cdmara de nebulizacién de doble paso tipo Scott refrigerada a 29C. La
celda de colisién/reaccion es, en este caso, un octapolo y puede igualmente presurizarse
con helio o hidrégeno. En la presente tesis, este equipo se utilizd para practicar un
analisis inicial y detectar los iones mayoritarios y no mayoritarios de la aleaciéon que
pudieran estar presentes en las distintas matrices. La sensibilidad se optimizé
previamente a su uso, mediante la medida de una solucién de 10 pg/L de Li, Co, Y, Tl y
Ce (que cubrian todo el rango de masas de los analitos objeto a estudio) en 4acido nitrico
(al 1% p/p). Dichas optimizaciones se llevaron a cabo tanto sin presurizar la celda con

gas como presurizandola con gas (He).

Instrumentacién empleada en el tratamiento de muestras biolégicas:

Con el objetivo de obtener el total de trazas presentes en las muestras de suero, se llevd
a cabo un ataque previo, mediante digestion acida (HNOs + H,0,). Para llevar a cabo la

mineralizacion se utilizdé un horno microondas Milestone, modelo Ethos 2 de Milestone
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(Socisole, Italia), equipado con un rotor para diez bombas de teflon de media presion y

con un sensor de temperatura.

v' La centrifugacién de las muestras de suero se llevé a cabo a 49c, utilizando una

centrifuga Biofuge Stratos, modelo Heraeus (Hanau, Alemania).

v' Para las pesadas se utilizé una balanza de 0,01 mg, modelo AE 163 de Mettler

Cambridge, Productos Cientificos (Cambridge, MA, EEUU) (Figura 28).

Figura 28: Balanza de alta precision.

C.3. MATERIALES, REACTIVOS Y DISOLUCIONES

El material de laboratorio que se utilizé de forma general fue:

A) Guantes de latex.

B) Pipetas Pasteur de 1,5y 3 mL de Brand (Alemania).

Q) Micropipetas Eppendorf de distinto volumen: 1-10 uL, 10-100- pL, 100-1000uL.
D) Tips para micropipetas Eppendorf.

E) Tubos de centrifuga de polietileno de Brand.
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Todas las disoluciones acuosas se prepararon en Agua Milli-Q, obtenida mediante un
sistema Milli-Q Advance A10 de Millipore (Figura 29). Todos los reactivos empleados

fueron de grado analitico.

Figura 29: Sistema Milli-Q Advance.

El acido nitrico empleado para la limpieza del material de plastico, para la estabilizacion
de las disoluciones metdlicas o para la realizacion de las digestiones acidas en
microondas, se purificé previamente mediante una destilacién lenta sub-boiling a partir
de acido nitrico concentrado al 65% (p/v) de Merck. Asi mismo, el perdxido de
hidrégeno concentrado empleado en las digestiones de microondas también era de alta

pureza (Suprapur®, Merck).

Las disoluciones de calibracion de los elementos analizados (Cr, Co, Mo, Mn, Ni, Al y Ti) y
de los elementos utilizados como patrones internos (Ga e Y) fueron obtenidos de Merck.
Las disoluciones fueron preparas a partir de disoluciones de 1000 mg/mL de cada uno
de los patrones individuales de calidad ICP con contenidos certificados de impurezas en

medio acido (en HNOs, excepto Ti el cual estaba diluido en acido fluorhidrico).

Para la optimizacion diaria de las condiciones de operacion y pardmetros de adquisiciéon
del ICP-MS se utilizdé una disolucién de 10 ng/g de Li, Co, Y y Tl en HNO3; 1% (p/p),
preparadas a partir de patrones comerciales de 1000 mg/L de Merck. Para la

optimizacién del HR-ICP-MS se utilizé una disolucién de 10 ng/g de Li, Yy Tl.
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El gas Ar (99,999% de pureza) utilizado como gas plasmdgeno y el gas He (99.999% de
pureza) utilizado para presurizar la celda de colision en el ICP-MS, fueron suministrados

por la casa comercial Air Liquide de Madrid (Madrid, Espaia).

C.4. MATERIALES DE REFERENCIA Y MUESTRAS

Para la validacidon de las metodologias analiticas empleadas para la medida de los
contenidos totales de los elementos de interés (Cr, Co, Mo, Al, Mn y Ti) en suero, orina y
cabello, se emplearon los siguientes materiales de referencia: Seronorm TM Trace
Element Whole Blood (ref. 96067), Seronorm Tm Trace Element Urine (ref. 201205) y
Seronorm Tm Trace Element Serum (ref. 201405), todos ellos del nivel 1 de
concentracion de SeronormTM /Nycomed As,Oslo,Noruega, Noruega). A este nivel de
concentracidn los metales se encontraban en el mismo orden de concentracién que en
los datos bibliograficos para controles no expuestos. Las muestras de suero (incluidas las
desprovistas de anticoagulante para separar el suero), orina y cabello de pacientes
portadores de implantes fueron proporcionadas por el Hospital San Agustin de Avilés,
tras la firma de un consentimiento informado y con la aprobacién del estudio por el

comité de ética Regional como ya se ha referido.

C.5. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

En este apartado se detallan los procedimientos experimentales mas relevantes para la

realizacion de los ensayos analiticos de la presente Tesis Doctoral.

C.5.1. Protocolos de limpieza

Para evitar posibles contaminaciones, los recipientes de plastico utilizados durante la

presente tesis Doctoral fueron sometidos a una etapa de limpieza. Esta etapa consistid

en llenar los recipientes con una disolucién de HNO3 de calidad sub-boiling al 10 %, al
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menos durante 48h. A continuacion, se lavaron varias veces con agua destilada de
calidad Milli-Q y se secaron en la estufa previamente a su uso. Dicho protocolo también
se llevé a cabo para la limpieza de los recipientes empleados en la recogida de las

muestras de orina.

Obtencion y tratamiento de las muestras bioldgicas (orina, suero y cabello):

Todas las muestras fueron recogidas, almacenadas y tratadas siguiendo un estricto

protocolo con el fin de evitar la contaminacién metalica.

v" Muestras de orina: el protocolo seguido consistid en recoger muestras a primera
hora de la mafana y también muestras de 24h, con el fin de que los analitos estuvieran
lo mas concentrados posibles. Las muestras fueron recogidas en botes de polietileno de
baja densidad de 50 mL estériles. Teniendo en cuenta que la orina posee un alto
contenido salino y de materia orgdnica que puede producir interferencias importantes,
como por ejemplo: espectrales, de matriz, obturaciones en el nebulizador, en el canal
central de la antorcha o en los conos de la interfase, se evalud el mejor tratamiento de
la muestras con el objetivo de determinar la concentracién total de los metales de
interés (Cr, Co, Mo, Mn, Al y Ti) en dichas muestras de orina humana mediante ICP-MS.
En el laboratorio, las muestras se filtraron (filtros de 0,2 um), para eliminar la materia
organica en suspensidn. Seguidamente, se afiadido HNO3; concentrado de calidad sub-
boiling, para obtener una concentracion final del 1% (v/v) y asi evitar el crecimiento
bacteriano y las adsorciones de los metales sobre las paredes de los botes y por tanto,
permitiendo mantener dichos metales en disolucidn de forma estable. Por ultimo, las
muestras acidificadas se agitaron vigorosamente y se guardaron en el congelador hasta
su analisis. El dia del analisis, se realizé una dilucion 1:10 con agua de calidad Milli-Q con
el fin de minimizar las interferencias de matriz y se les adicionaron los patrones internos

(Ga e Y) en una concentracion final de 1 ppb.

¥v"  Muestras de sangre: la recogida de las muestras de sangre se llevé a cabo en
tubos especialmente preparados para el analisis de trazas y ultratrazas metdlicas

(Vacuette, Greiner Bio-one, Madrid, Espafia) con heparina de litio como anticoagulante.
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De forma previa a la extraccion de la muestras se acondiciond la piel del paciente,
limpidndola con etanol de alta pureza, dejandola secar al aire (sin emplear gasas ni
algodon). Se emplearon agujas insertadas en canulas de teflon para evitar contaminar
las muestras. El procedimiento consistia en atravesar la vena del paciente con la aguja
metdlica, y al retirar la aguja, la sangre se extraia a través de la canula de teflon. La
sangre extraida de cada paciente (10 mL) se dividia en dos tubos Vacuette. El primer
tubo se empleaba para optimizar el método y los 5 ml restantes para realizar los andlisis
finales. Debido a la complejidad de estas muestras, requieren ser atacadas previamente,

mediante digestion acida en horno microondas antes de introducirlas en el ICP-MS.

Para el ataque, se introdujo 1 mg de sangre en cada bomba de teflén, se afiadieron 6 ml
de HNOj; sub-boiling (diluido 1:3 con agua Milli-Q) y 1 mL de perdxido de hidrégeno. Una
vez adicionada la mezcla, las bombas (Figura 30) se cerraron e introdujeron en el horno
microondas (Figura 31) sometiéndolas al programa de temperaturas optimizado que

aparece detallado en la Tabla 6.

Tiempo (min) Temperatura (2C) Potencia (W)
3 95 900
10 160 900
18 185 900

Tabla 6. Programa de microondas utilizado para la digestion de las muestras de sangre.

Tras este proceso, se realizé una dilucidn con el objetivo de disminuir las interferencias
de matriz al maximo, sin una pérdida importante de sensibilidad. Resultd ser 1:20 con
agua Milli-Q. Para corregir la deriva instrumental, se afiadieron patrones internos (1 ppb
de Ga e Y) diluidos en agua Milli-Q 1:20, y se reservaron en el congelador hasta la
medida. Se analizaron 3 réplicas de cada muestra y se obtuvo un blanco en cada ataque

de microondas.
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Figura 30: Campana de extraccidon con muestras preparadas para la digestién en microondas.

Figura 31: Muestras dispuestas en bombas para digestion en microondas.

v"  Muestras de suero: en este caso, la metodologia de obtencién de la muestra fue
igual que con sangre total a excepcién del material de acondicionamiento empleado. Se
utilizaron tubos de polietileno de baja densidad (Vacuette) sin anticoagulante. Una vez
gue las muestras de sangre estaban en laboratorio (el mismo dia de su recogida), se
sometieron a una centrifugacién de 3.000 g durante 20 min, lo que permitié separar el

suero de los gldbulos rojos.

v" Muestras de cabello: en primer lugar, se procedid a cortar el pelo en la misma
zona del cuero cabelludo, en trozos de pequefio tamafio (<1mm) con unas tijeras y se
introducen 0,5 g en una bolsa de polipropileno. Una vez que la muestra llegé al

laboratorio, se sometié a un tratamiento previo, consistente en un proceso de lavado
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constituido por varias etapaszog. Esta etapa preliminar resulta muy importante, puesto
gue debemos eliminar las trazas del elemento que se encuentran asociadas a la
superficie del pelo a través de la grasa, suciedad o sudor para asegurar que las
posteriores medidas se corresponden Unicamente con las trazas de metales enddgenas
y evitar que se produzcan alteraciones en los niveles detectados. A continuacion, se
adicionaron 50 mL de acetona (Figura 32), cubriendo toda la superficie del pelo, y se
introdujeron en un bafio de ultrasonidos (Figura 33) durante 8 minutos, seguido de 5
minutos de agitacion magnética. Una vez finalizado el tiempo de agitacién, se decanté la
acetona y se repitié este mismo proceso de lavado con agua Milli-Q y una disolucién de
0,5% de Tritén x-100. Una vez decantada esta ultima disolucidén se aclaro el pelo en
repetidas ocasiones con agua Milli-Q y se introdujo 12 h en la estufa a 509c (Figura 34).
Las muestras secas se almacenaron a temperatura ambiente hasta el momento de su
analisis. Para llevar a cabo el andlisis total de metales en las muestras de pelo por ICP-
MS, es necesario proceder a su puesta en disolucion. Para este paso, se recurre a una
digestion dcida en horno microondas. En un vaso de tefléon se introdujeron 50 mg de
cabello, 1,5 mL de HNO;3 sub-boiling (Figura 35) y 1 mL de H,0,. El programa de

microondas se detalla en la Tabla 7.

Figura 32: Muestras de cabello preparadas para bafo de ultrasonidos.
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Figura 33: Bano de ultrasonidos.

Figura 34: Secado de muestras de cabello en horno.

Figura 35: LAmpara de infrarrojos para obtencion de acido nitrico sub-boiling.
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Etapa Tiempo/min Potencia/W
1 5 250

2 10 0

3 8 450

4 10 0

5 10 650

6 10 750

Tabla 7. Programa de microondas utilizado para la digestion de las muestras de cabello.

Una vez finalizado el programa, se llevé a cabo una etapa de ventilacion de 60 minutos
de duracion. A continuacion, se trasvasé a un bote de polietileno de 20 mL la disolucién
resultante, se afadieron 10 ppb de patrén interno, que fue con el que se obtuvo un
rendimiento del 92% y adicionamos agua Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 10
mL obteniendo un factor de dilucion de aproximadamente 200. Las muestras se

almacenaron en esos mismos botes a -202c hasta el momento de su analisis por ICP-MS.

C.5.2. Optimizacidn de los parametros instrumentales

En primer lugar es necesario llevar a cabo una optimizacién de diferentes pardametros en
el equipo ICP-MS, que van a ejercer influencia en la calidad de las medidas realizadas y,
por consiguiente, en los posteriores resultados obtenidos. Para ello se utiliza una
disolucién denominada “disolucion tunning” que presenta una concentracién de 10 ppb
de los siguientes elementos: Li, Co, Y, Tl y Ce. Los parametros de medida vienen

recogidos en la Tabla 8.

PROPIEDADES ICP

Potencia (W) 0

Flujo de gas plasmadgeno (Ar) 15L/min

Flujo de gas nebulizador (Ar) 1,10mL/min

Velocidad toma de muestra 0,5 mL/min

Lentes idnicas Ajustadas para obtener maxima sefial con la

disolucidn de tunning
PROPIEDADES DE MEDIDA
Tiempo de integracion 0,3s
Replicas 3+

Tabla 8. Condiciones instrumentales de trabajo en ICP-MS éptimas.
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Interferencias de matriz: seleccion del patrén interno

Debe considerarse que una matriz de acido nitrico produce una supresion significativa
de la sefial debido a la alta concentracion de elementos altamente ionizables y también
por cambios en la eficiencia de nebulizaciéon o el depdsito de sales en los conos de
extraccién. En este sentido, el uso de patrones internos es una forma efectiva de
compensar estos efectos de matriz asi como la deriva instrumental. El patrén interno
deberd ser lo mds parecido en potencial de ionizacién y en masa al analito. Estos
patrones internos son afiadidos tanto a muestras como a blancos y a estandares en la
misma concentracion. Asi cada una de las sefales del analito sera relacionada con la

sefial del patrén interno de acuerdo con la siguiente expresion:

IA/1IS.CIS= a+b . CA

Donde IA es la sefial del analito en cps (cuentas por segundo), lis es la seial del patrén
interno también en cps, Cis es la concentracion del patrén interno y Ca la concentracién

del analito.

Se realizé la comprobaciéon de la posibilidad de analizar todos los elementos por
calibracion externa acuosa con correccion por patrones internos sin la existencia de
interferencias de matriz. Para ello se sometid una muestra de pelo al proceso de
digestion previamente seleccionado. A los liquidos resultantes del ataque se les adiciono
10 ppb de una mezcla multielemental de posibles patrones internos y se diluyeron a 10
mL. Como posibles patrones internos se ensayaron Ga, Y, Rh, In y Cs. Para comprobar
que es posible el analisis sin interferencias matriz y, a la vez, seleccionar el patrén
interno mas adecuado para los analitos a determinar, se llevd a cabo la comparacion de
pendientes de adiciones estandar y de calibraciéon acuosa (Bae/bca), obtenidas ambas
tras la correccién con los patrones internos. Se puede concluir que, en las condiciones
experimentales no existen interferencias de matriz, por lo que se puede llevar a cabo las

determinaciones en cabello con calibracion acuosa.
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Tras definir las condiciones de medida, se procedid a establecer las caracteristicas
analiticas mas relevantes de método: limite de deteccidén y la precisién del método

expresado como desviacién estandar relativa (RSD).

C.6. METODOLOGIAS DE CALCULO

En este apartado se detallan las metodologias de calculo llevadas a cabo en la presente

Tesis doctoral.

C.6.1. Medida de las relaciones isotdpicas: calculo del factor de discriminacidon de masas
y tiempo muerto del detector del ICP-MS

Las medidas de relaciones isotdpicas estan sujetas a una serie de errores sistematicos
gue deben conocerse y tener en cuenta, como son las interferencias espectrales
(comentadas anteriormente), el tiempo muerto del detector y la discriminacién de

masas.

C.6.1.1. Tiempo muerto del detector

Se podria definir como el tiempo que necesita el detector de ICP-MS para contabilizar la
llegada de dos iones como dos eventos diferentes. Los equipos de ICP-MS
convencionales poseen un sistema de deteccidn que incluye una electrénica de conteo,
por tanto las sefiales se registran como numero de pulsos por unidad de tiempo. Cuando
la velocidad de conteo es muy elevada (10° cuentas por segundo) es cuando el efecto
del tiempo muerto del detector adquiere real importancia ya que se estaran registrando
menos iones de los que estan llegando al detector. Dado que la pérdida de cuentas
depende del nimero de iones que llegan al detector por unidad de tiempo, cuando se
mide una relacidn isotépica distinta a la unidad, la perdida de cuentas para los dos
isotopos sera de distinta magnitud vy, por ello, la relacién isotdopica medida sera

diferente a la real. Por tanto este parametro debe ser evaluado para corregir las
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relaciones isotépicas. Una vez conocido el tiempo muerto del detector (T) las

intensidades se pueden corregir utilizando la ecuacién siguiente:

Tcorregida =1 medida/ 1-ImedidaT

El método mas frecuente para calcular el tiempo muerto del detector es la medida de

210,211
. Los valores

las relaciones isotdpicas de un elemento a diferentes concentraciones
de este pardmetro obtenidos para los distintos ICP-MS empleados en la presente Tesis

Doctoral se encontraron en el rango de 15 a 60 ns.

C.6.1.2. Discriminacion de masas

Consiste en una transmisidon preferencial de los iones mdas pesados frente los mas
ligeros, tanto a través de la interfase de extraccién como de las lentes idnicas (efecto
espacio-carga) del espectrémetro de masas. Por tanto, una relacion isotopica medida
experimentalmente Rm llevard asociado un error respecto a la relacién isotdpica real o

tedrica que serd proporcional a la diferencia de masa entre los dos isotopos medidos.

En la medida de las relaciones isotdpicas mediante ICP-MS, este efecto se puede
corregir utilizando un estandar de composicién conocida o certificada (material de
referencia isotépico) y cuando no se dispone de un estandar isotdpico del elemento a
analizar, el cdlculo se puede utilizar empleando otro elemento de m/z similar. En ambos
casos la correccion supone el célculo del factor de discriminacidn de masas (K) utilizando

ecuaciones que pueden ser lineales, potenciales, o exponenciales:

Rcorregida= R medida / 1+KAM

Rcorregida= R medida/ ( 1 +K) am

did K AM,
Rcorregida= R ™ a/ e ( )
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R: relacidn isotdpica; K: factor de discriminacién de masas; AM: diferencia de masas

entre los isétopos.

En la presente Tesis Doctoral se utilizé el modelo exponencial para la correccién del
factor de discriminacién de masas, evaluandolo a diario, al comienzo y al final de las
medidas. El factor de discriminacidon en el HR-ICP-MS era tan pequefio que no alteraba

en absoluto los resultados.

C.6.2. Calibracion externa utilizando HR-ICP-MS para la determinacion de la
concentracion total de metales

La cuantificacién de los elementos seleccionados para el analisis se realizé6 mediante
calibracion externa. Para ello, se construyeron rectas de calibrado con patrones acuosos
de los elementos correspondientes, a los cuales se les adicionaron los mismos patrones
internos adicionados a las muestras (Ga e Y). Cada calibrado consté de 9 puntos de
concentracion variable en funcidn de las muestras a analizar y de las concentraciones
esperadas. Con el fin de asegurar la inexistencia de efectos de memoria, asi como
posibles derivas de sefial se midié un blanco tras cada muestra medida (HNOs al 2 % mas
adicion de los patrones internos). Los coeficientes de correlacion (R?) obtenidos para los
elementos objeto de estudio, una vez corregida la sefal con el patron interno mas

adecuado en cada caso, oscilaron entre 0,9997 y 1.

C.6.3. Tratamiento de datos estadisticos

Para el analisis de los datos se utilizd el paquete estadistico SPSS para Windows version
20. (SPSS Inc, Chicago, lllinois). Se estudiaron descriptivamente las concentraciones
mediante media, desviacion tipica, mediana y valores minimo y maximo e Intervalos de
confianza del 95% para la media. Se calculo el coeficiente de variacion de Pearson como
cociente desviacion tipica entre media. Las comparaciones de metales segun los afos de

seguimiento se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Para
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medir la concordancia se utilizo la correlacidon intraclase mediante el Alfa de Cronbach.

La significancia estadistica se definid para una p <0,05.

C.7. INSTRUMENTACION EMPLEADA EN LOS ANALISIS COMPLEMENTARIOS

C.7.1. Andlisis XPS (X-Ray photoelectrons spectroscopy)

La técnica XPS estd adaptada al analisis de la superficie de muestras. Se utilizd en nuestro
estudio para el analisis de las prétesis extraidas cuando se realizé cirugia de revision. Un
haz de fotones excita la superficie y se liberan electrones con una energia cinética
caracteristica que permite la identificacion y la cuantificacion de los elementos presentes

en superficie. Se puede también determinar el estado de oxidacion de estos elementos.

El equipo empleado para el andlisis fue el Espectrémetro de fotoelectrones de rayos X
(XPS) Specs (Figura 36), equipado con dos fuentes de rayos X (policromatica con
filamentos de magnesio y Aluminio y monocromatica con filamentos de plata y Aluminio),
sistema de decapado superficial (sputtering) basado en un cafidn de iones argén, cafidon
de electrones para el andlisis de muestras no conductoras, sistemas de tratamiento

térmico de la muestra y sistemas de giro de la muestra en la cdmara de analisis.

Figura 36: Espectrometro de fotoelectrones de rayos X (XPS) Specs, emplazado en los Servicios Cientifico
Técnicos de la Universidad de Oviedo.
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Un rayo X estimula los electrones en cualquier orbital y los electrones salen a una
velocidad tipica. Con este ensayo, se determina la energia de enlace Eb (energia que hay
entre un electrén y el ndcleo). La Eb es una energia especifica de cada elemento quimico
y también de cada orbital de este elemento. Utilizando la igualdad siguiente se puede
calcular esta energia:

Ep-h,-E-~-W

Donde:

v' Eb: energia de enlace. Da informaciones sobre el electrén desplazado y asi da una

informacién quimica.

v h: esta energia es la que se aplica con el rayo X. Asi conocemos su valor durante el

ensayo.

v' Ec: energia cinética del electrén que sale de su orbital. Se obtiene gracias a la

velocidad del electrén que quita su orbital.

v' W: Energia de trabajo que depende de la maquina. Es una constante.

Las muestras se analizaron empleando un cafidn de rayos X con danodo de magnesio
(Ka=1.253,6 eV) y un cafién de electrones de baja energia para compensar el efecto de
carga. Se empled el modo “Large Area” de las lentes electromagnéticas en combinacién
con una rendija de 7x20 mm; se hizo un barrido general de baja resolucién empleando un
paso de energia de 1 eV y una energia de paso de 90 eV. Posteriormente se seleccionaron
los elementos de mayor interés (Mo, Co, Ca, Fe, O y Cr) para los que se hizo un analisis de
alta resolucidn con varios barridos empleando un paso de energia de 0,1 eV y una energia

de paso de 30 eV. En todos los casos el tiempo de integracion fue de 300 milisegundos.
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Figura 37: Imagen ampliada de la muestra en el momento del andlisis mediante XPS.

Figura 38: Imagen del programa informatico empleado para la obtencién de los espectros.

En la Figura 37 se puede observar la pieza sometida a andlisis y en la Figura 38 la

integracion de los datos en el programa de tratamiento de datos “CasaXPSv. 2.3.15”.
C.7.2. Analisis mediante Microscopio electrénico de barrido

Para visualizar objetos inferiores a 1 um es necesaria la utilizacion de un microcopio
electrénico de barrido (Scanning Electron Microscope), que utiliza una longitud de onda
de varios érdenes de magnitud inferior al microscopio éptico, permitiendo obtener una

mayor resolucién.
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Ad

Figura 39: MEB JEOL-6610L\>/'con microanalisis.

Es una técnica analitica de observacidon que permite obtener una imagen de alta calidad
con unos aumentos de tipicamente 20.000x. Se utiliza para el estudio de la topografia
superficial de los materiales solidos alcanzando una resoluciéon de 0,2 nm. El SEM
contiene un filamento que se calienta mediante el paso de una corriente y emite
electrones por emisién termoidnica. El haz de electrones procedentes de este filamento
se acelera a un voltaje de 10-40kV y se hace pasar a través de una columna en ultra alto
vacio, siendo focalizado por un conjunto de lentes electromagnéticas sobre la superficie
de la muestra. A continuacién el hez es barrido (siguiendo un patrdon de lineas paralelas)
sobre un area de la superficie de la muestra en sincronizacién con el haz de un tubo de
rayos catédicos de una pantalla de visualizacidon. Cuando los electrones inciden sobre la

superficie de un material pueden producirse varios fendmenos (Figura 40):

v' Absorcién de electrones y reemision de rayos X: los electrones son absorbidos
por el material, que se excita y posteriormente libera energia en forma de rayos X. Dado
que estos rayos X son caracteristicos de cada material, se pueden emplear para evaluar

las composiciones atdmicas de los materiales objeto de estudio.

v"  Electrones Auger: los electrones interaccionan con la muestra y provocan la

emisién de electrones de capas internas.
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v'  Electrones secundarios: los electrones del haz interaccionan con la muestra
provocando la emisién de electrones de capas externas. Estos electrones llevan
informaciéon morfolégica y permiten realizar e imdagenes con gran profundidad de

campo.

v'  Electrones retrodispersados: Al interaccionar con la muestra, parte del haz de
electrones resulta retrodispersado. Estos electrones llevan informacién de la morfologia
del material, y de la densidad electrénica de la regién de la muestra con la que han

interactuado; de modo que permiten visualizar las distintas fases presentes.

HAZ
INCIDENTE

ELECTRONES ELECTRONES
RETRODISPERSADOS SECUNDARIOS

ELECTRONES AUGER RAYOS X

\

Figura 40: Senales generadas al interaccionar un haz de electrones con un material.

Haz de electrones

Lente condensador

o Generador
( de barrido
Deflector del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

Pantalla
fluorescente

Figura 41: Esquema del funcionamiento de un microscopio electrénico de barrido. Imagen tomada del
sitio: http://www.ecured.cu/index.php/Archivo:Microscopio-barrido.jpg>*>
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Figura 42: Pantalla en la que se visualiza el tejido analizado mediante microscopia electrdnico de barrido.

La corriente de electrones emitidos es recogida por un detector, amplificada v,
finalmente, tiene lugar la reconstruccién de la imagen del objeto (Figura 41 y42). Como
se han comentado anteriormente, en funcion de la senal recibida se pueden obtener
distintos tipos de informacidn: deduccidon y cuantificacion de los elementos quimicos
gue componen el material, analisis morfolégico, discriminacion de fases y microandlisis.
Para evitar que se cargue la superficie de la muestra durante la observacién cuando se
trabaja con materiales aislantes, es necesario metalizarlos. Generalmente se recubren

las muestras con capas finas de Au (Oro).

C.7.3. Andlisis mediante Microscopio dptico

A pesar de las ventajas potenciales de las prétesis de recubrimiento M-M, se conoce la
posibilidad de la aparicién de una respuesta de hipersensibilidad local a los componentes
metadlicos de la aleaciéon (compuestos de CoCrMo, o Ni) que acaba originando un fracaso
de la prétesis. Todavia no existe un consenso en cuanto a la terminologia a emplear y en
la literatura se puede encontrar “reaccion de hipersensibilidad a metales”,
“pseudotumor”, y “lesion aséptica dominada por linfocitos y asociada a vasculitis (ALVAL,
“aseptic lymphocyte-dominated vasculitis-associated lesion”). Esta ultima es la mas
descriptiva y mds ampliamente reconocida. El tejido ALVAL (Figura 43) extraido de los

pacientes que sufrieron cirugia de revision fue examinado mediante Microscopio
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Electrénico de Barrido MEB JEOL-6610LV con microandlisis (Figura 39 y 42). Fue sometido
a un proceso de acondicionamiento®®® con recubrimiento de oro y posteriormente se

obtuvieron piezas de 1 cm de diametro aprox.

Figura 43: Fotografia intraoperatoria de un gran “pseudotumor” adyacente a la prétesis.

Se cree que este tejido es muestra de una reaccion de hipersensibilidad tipo IV. Se trata
de una respuesta mediada por células y que se caracteriza por la presencia de linfocitos,
hitiocitos y, en algunos casos, células gigantes multinucleadas. El reclutamiento de células
inflamatorias en el tejido afecto conlleva la liberacion de factores quimiotacticosy
citotoxicas. El dafio tisular puede ser extensivo como resultado de los efectos de células T
y macréfagos. Metales como Cr y Co parecen ser altamente inmunogénicos. Las particulas
de desgaste de los implantes de segunda generacion presentan menor tamafio de
particula y mayor area superficial que facilita su difusion en los tejidos circundantes®™.

Al igual que en otras descripciones de ALVAL se puede observar en las imagenes un
exudado necrotico, inflamacion sinovial e hiperplasia. Pero la presencia de infiltrado

perivascular consituye el hecho diferencial para afirmar que se trata de tejido ALVAL.

Se obtuvieron muestras de tejido ALVAL de los pacientes sometidos a cirugia de
recambio. Los tejidos fueron sometidos a los procesos estandar de acondicionamiento y
de tincién con hematoxilina-eosina para su estudio histolégico con microscopio 6ptico.,

utilizando formol como fijador y soluciones alcohdlicas en concentraciones crecientes
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para su deshidratacion. Antes de su inclusién en parafina, las muestras fueron
introducidas en un bafio de xilol para su aclaramiento. Cuando los cortes se encontraban
sobre los portas la parafina era eliminada vy, posteriormente, para rehidratarlos, pasados
por una serie de graduaciones decrecientes de alcohol etilico hasta llegar a una solucién
100% de agua. Una vez rehidratadas, las muestras se tefiian con Hematosilina-Eosina.
Tras su tincién se deshidrataban de nuevo para asegurar su fijacién permanente del

cubreobjetos.

Para la inclusidon en parafina se realizé de forma automatica mediante un procesador
modelo Jung T.P. (Leica Microsistemas, S.A.), para la tincion de los cortes un
autoprocesador modelo Jung Autostainer XL (Leica Microsistemas S.A.) y para el montaje
de las laminillas un montador automatico modelo CV 5000 (Leica Microsisstemas S. A.). El

microcopio utilizado fue el Olympus CAST2.

C.7.4. Analisis microestructural de la superficie de la protesis de cadera de
recubrimiento M-M ASR’ mediante Estereomicroscopio

El estereomicroscopio es un microscopio dptico con dos objetivos y dos oculares que
poseen un doble prisma, el cual permite enderezar las imagenes y conservar el relieve. La
iluminacién del objeto por estos microscopios se hace por transparencia o por Incidencia.
El estereomicroscopio tiene la habilidad de percibir la profundidad mediante Ia
transmisién de una imagen doble que produce el efecto estereoscépico. En observaciones
tridimensionales donde la profundidad y el contraste son criticos para la interpretacién de
la estructura del espécimen, el estereomicroscopio es muy eficiente. Los
estereomicroscopios de mayor calidad estan equipados de un lente de zoom o un tambor
rotatorio que permite disminuir o aumentar la magnificacion. El sistema estd disefiado
para que se puedan hacer cambios rapidos y continuos en la magnificacién mientras se
mantiene el microscopio en foco. Permite magnificaciones entre los 5x y 378x*".

El equipo empleado para el andlisis fue el Estereomicroscopio de fluorescencia Leica

M205FA (Figura 44 y 45) para estudios de transmisién (contraste y relieve), reflexion y

fluorescencia. Optica: 1x (distancia de trabajo 61,5mm), 2x (distancia de trabajo 20 mm) y
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5x (distancia de trabajo 19 mm). Zoom de 0,7 a 20,5x. Luz de reflexion por anillo de LED
con iluminacién 1/4, 1/2 o anillo completo. Bloque de filtros para fluorescencia para
objetivos 1x y 2x: UV, GFP y DsRed. Bloque de filtros para fluorescencia para objetivo de
5x: GFP y DsRed. Camara digital de color, Leica DFC310FX, resolucion maxima 1392x1040
pixels (1,4 Mpixels CCD).Para ello se realizé un andlisis de la rugosidad superficial de la

cabeza de la prétesis retirada en 11 pacientes.

Figura 44: Estereomicroscopio Leica M205FA.

Figura 45: Estereomicroscopio Leica M205FA y software empleado para la construccion de imagenes.
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C.7.5. Analisis de metales no protocolizados en suero, orina y cabello (Al, Mn, Mo, Ni,
Ti)

Se aplicé la metodologia descrita en los apartados C.2 a C.6. en una segunda fase.
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D. RESULTADOS
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D.1. RESULTADOS DE LOS PARAMETROS CLINICOS Y RADIOGRAFICOS EVALUADOS EN
CONSULTA

Los datos obtenidos seglin el cuestionario realizado en el ambito de la consulta

externa fueron los siguientes:

La edad media del grupo fue de 57+9 (35-76) afios y el indice de masa corporal medio
de 29,4+5,37 (19,58-43,38). De los 45 pacientes, 2 eran mujeres. Veinte pacientes eran
pensionistas. El nimero medio de comorbilidades por paciente fue de 3,72 (rango 1-7).
El nimero medio de farmacos consumidos por paciente fue de 1,58 (rango 0-9). En
cuanto a las alergias, se observaron 8 casos en total: penicilina (n=2), heno (n=1),
tetraciclinas y gramineas (n=1), polvo y humedad (n=1), esparadrapo (n=2) y

diclofenaco (n=1).

El modelo de ASR® que se implanté fue ASR® 300 en 10 pacientes y ASR® estandar en
35 pacientes. El numero de pacientes implantados por afio fue: 3 en 2005, 11 en 2006,
12 en 2007, 9 en 2008, 10 en 2009. Se emplearon diversos tamafos de cupula
acetabular y femoral con valores medios de 56,43mm (50-64) y 49,48 mm (28-58)
respectivamente El tiempo medio transcurrido desde la implantacién de la artroplastia
era de 52 (28-85) meses. Durante el seguimiento, se practicé cirugia de revision en 11
pacientes debido a fractura de cuello femoral (2 casos), luxacion recidivante (1 caso),
elevacién de los niveles de iones y presencia de quistes periarticulares en RNM (5
casos), y dolor de origen incierto (3 casos). Estos pacientes se reintervinieron

implantando un modelo artroplastico con friccion convencional M-P.

El Oxford Hip Score medio fue de 51,24 (rango 17-60). En cuanto a la satisfaccién de
los pacientes, ocho de ellos no estaban satisfechos. Se obtuvieron valores medios en la
escala EVA de evaluacién del dolor de 1,72 puntos (rango 0-7). En once casos se
presentaba dolor en ingle. En diez pacientes habia presencia de chasquidos, la
movilidad estaba limitada en 12 casos y en dos casos la flexién maxima era de 902. Seis
pacientes presentaron un empeoramiento sintomatico en los ultimos meses del

estudio.
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En los estudios analiticos todos los pacientes presentaron una funcién renal éptima
con una tasa de filtracion glomerular superior a 60 mL/min. No se detectaron
alteraciones en la serie blanca. No se produjeron alteraciones en la serie roja o blanca
de los hemogramas practicados excepto en tres casos secundarios a etilismo crénico

(n=2) y tratamiento inmunomodulador con adalimumab por Crohn (n=1).

En cuanto al estudio radiografico simple observamos que los valores medios del dngulo
del vastago y el angulo del cotilo fueron de 51,252 (rango 37-75) y de 142,492 (rango
124-160), respectivamente. Se detectaron ostedlisis cervical en 4 casos, ostedlisis
femoral en el drea | de De Lee®® en un caso, en las areas || y lll en 3 casos, quistes en 7,
osteopenia acetabular en 7, estrechamiento de cuello en 3, calcificaciones

periacetabulares en 5 y medializacion de la protesis en 2.

D.2. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE IONES METALICOS

D.2.1. Estudio de la presencia de iones metalicos (Cromo, Cobalto y Molibdeno) en
cabello de pacientes con artroplastias de cadera con friccion M-M y su modificacion
con el paso del tiempo

Se observé un incremento en los niveles medios de metales en suero, orina y cabello.
Los niveles de Cr y Co en suero y orina resultaron ser mas elevados que los
considerados normales. En cabello, Cr, Co y Mo presentaron niveles muy elevados

(Tabla 9).
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Media (95% Cl)

Media 'lelfze L|m|t'e Mediana DE Coef.lcn?r"lte Min. Max.
inferior  superior variacion

Cr suero*® 8,29 2,69 13,89 2,25 17,97 2,17 0,50 101,00
Co suero* 8,38 1,54 15,23 0,70 21,97 2,62 0,50 111,00
Cr orina* 16,20 6,06 26,35 4,75 32,55 2,01 1,00 163,70
Co orina* 75,40 15,93 134,87 4,70 190,86 2,53 1,30 810,20
Cr cabello** 163,27 64,46 262,08 70,90 300,62 1,84 10,20 1616,30
E:bello** 61,98 17,85 106,11 8,20 126,48 2,04 0,30 618,80
M

cazello** 31,36 18,36 44,37 20,70 37,86 1,21 0,10 222,10

*ppb (ug/L), **ppm (ug/g)

Tabla 9. Concentracién de Cr, Co y Mo en cabello y de Cr y Co en suero y orina.

La evaluacién de Co presenté una gran disparidad en suero mientras que en cabello el

coeficiente de variacidén fue mas bajo para los tres metales examinados.

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de metales en
funcién del tiempo de seguimiento (Kruskal-Wallis test); sin embargo, como se
muestra en la Figura 46, los niveles de Cr en suero, orina y cabello disminuyen
ligeramente en los cinco primeros afios y vuelven a incrementarse al sexto afio. Los
niveles de Co en orina muestran una reduccién remarcable al quinto afio y un
incremento drdstico en el sexto afio. En cabello (Figura 47), tanto Cr como Co
aumentan a los cuatro afios, disminuyen a los 5 afios, y vuelven a aumentar a los 6

anos. Por otra parte, Mo incrementa progresivamente después del cuarto afio.
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Figura 46: Niveles de metales en suero y orina durante el periodo de seguimiento 3-6 aiios.
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Figura 47: Niveles de metales en cabello durante el periodo de seguimiento 3-6 afios
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D.2.2. Validacion de la técnica mediante un estudio comparativo con la medicion de
estos iones en suero y orina

Se observa una elevada concordancia (correlacién intraclase alfa de Cronbach) entre
orina-Cromo y suero-Cromo, y entre Cobalto-orina y Cobalto-cabello; se observé una
concordancia moderada entre Cobalto-orina y Cobalto-suero, y entre Cobalto-cabello y
Cobalto-suero. Finalmente, no se encontraron concordancias entre Cromo-suero y

Cromo-cabello, ni entre orina-Cromo y Cromo-cabello (Tabla 10).

Cr orina Co orina Cr Cabello Co Cabello
Cr suero 0,833 0,013
Co suero 0,356 0,437
Cr orina 0,012
Co orina 0,734

Tabla 10. Concordancia entre los analisis en cabello, suero y orina.

D.2.3. Determinacidn de los niveles de metales en suero y orina tras la cirugia de
revision e implante de un modelo artroplastico metal-polietileno

Con el fin de averiguar si los niveles de metales en cabello se modificaban al retirar la
protesis, se analizd especificamente el subgrupo de 11 pacientes sometidos a cirugia
de revision, comparando los niveles antes y después de este ultimo procedimiento

(Tabla 11).

Antes Cirugia Revision Después Cirugia Revision
Determinacion  Media DS Rango Media DS Rango p- valor®**
Cr  Suero* 23,08 34,86 0,6-101,00 12,57 14,04 1,90-41,40 0,866
Orina* 42,83 57,54 3,90-163,70 13,03 13,27 0,6-30,5 0,018
Cabello** 185,32 226,56 18,70-683,70 102,56 132,11 13,00-396,00 0,028
Co Suero* 25,81 40,55 0,50-110,00 13,11 29,27 0,50-79,40 0,753
Orina* 205,62 310,65 1,40-810,20 44,31 94,9 0,60-259,00 0,063
Cabello** 147,4 233,26 3,70-618,80 47,11 74,2 0,30-205,80 0,249
Mo Cabello** 39,31 25,18 13,90-74,50 18,45 10,85 5,80-35,80 0,043

*ppb (ug/L), **ppm (pg/g), *** test Wilcoxon

Tabla 11. Resultados tras la remocién del implante M-M (n=11).
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Encontramos diferencias significativas en los niveles de Cr y Mo en cabello, y una

tendencia hacia la significacidn en el caso de los niveles de Co.

D.2.4. Comprobacién de la superposicion y equivalencia en el descenso de iones
respecto al encontrado en cabello tras la cirugia de revision

Para conocer si los niveles de estos iones en cabello se modificaban al retirar el
implante estudiamos especificamente el grupo de 11 pacientes que habian sido
reintervenidos, comparando las cifras de metales antes y después de la cirugia de
revision (Tabla 12). Tras la intervencidn se observa una disminucién en los niveles de

Cr, Coy Mo.

Antes de cirugia de revision Después de cirugia de revision

Media DE Rango Media DE Rango p*
Cr cabello 185,32 226,56  18,70-683,70 102,56 132,11  13,00-396,00 0,028
Co cabello 147,4 233,26 3,70-618,80 47,11 74,2 0,30-205,80 0,249
Mo cabello 39,31 25,18 13,90-74,50 18,45 10,85 5,80-35,80 0,043

*test Wilcoxon

Tabla 12. Resultados comparativos tras la extraccién del implante (en ppm).

Al estudiar los niveles de metales en 5 pacientes que requirieron cirugia de revisiéon
debido a metalosis, se observd una amplia diferencia en los valores detectados antes y

después de la cirugia en suero, orina y cabello (Figura 48).
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Figura 48: Niveles de metales antes y después de la cirugia de revision debida a metalosis (*ppb (ug/L)
y ** ppm (ug/g)).

En el caso de cabello, los ratios de descenso fueron: 43,8% en los niveles de Cr, 51,1%

en los niveles de Mo, y 90,3% en los niveles de Co (Figura 49).

@ Cr suero
ECrorina

@ Cr cabello
@ Co suero
@ Co orina

@ Co cabello
O Mo cabello

Descenso niveles (%)

Figura 49: Descenso de niveles de metales en los casos de metalosis.
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D.3. ANALISIS COMPLEMENTARIO DEL MATERIAL PROTESICO Y TEJIDOS EXTRAIDOS,
Y DE LOS METALES MINORITARIOS DE LA ALEACION EN SUERO, ORINA Y CABELLO
(AL, MN, MO, NI, Ti).

D.3.1. Andlisis complementario del material protésico y tejidos extraidos

D.3.1.1. Resultados del andlisis XPS(X-Ray photoelectrons spectroscopy),
Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

El espectro obtenido se corresponde al doblete Ca2p; el pico Ca2p3/2 se encuentra

centrado en 346,9 eV. (Figura 50).

Calcio
51 Curva experimental
------ Envolvente CG zp
50 | mememen Linea base
aQ
a
2
=]
356I I ‘3IS4I l ‘Zgl‘ I ‘3;0‘ l ‘348‘ I !346I I ‘344I I I342
Fnersia de lisadura / eV
Figura 50: Espectro de XPS para calcio con las posibles asignaciones.
Cobalto

El Cobalto se estudié a partir de la banda Co2p3/2. Se obtuvieron tres curvas con las
siguientes energias de ligadura: 781,8 eV (~40% del Co total), 780,3 eV (~47% del Co
total) y 778.9 eV (~14% del Co total). (Figura 51).
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Figura 51: Espectro XPS para Cobalto con las posibles asignaciones.

Cromo

Para el espectro del Cr se obtuvieron 4 curvas con las siguientes energias de ligadura:

574,1, 576,0, 577,0 y 578,2 (Figura 52).

17 4 Cr 2P3/2
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Figura 52: Espectros de XPS para el Cromo con las posibles asignaciones.
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Molibdeno

Para el espectro del Molibdeno se obtuvieron las siguientes energias de ligadura: 228,1

eVy 230,0 eV (Figura 53).
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Figura 53: Espectros de XPS para Molibdeno con las posibles asignaciones.

D.3.1.2. Resultados del andlisis de tejido ALVAL mediante microscopio electronico de
barrido.

Los analisis mediante microscopia electrénica de barrido han permitido la deteccién de
las particulas de desgaste en tejido ALVAL, obtenido en la cirugia de revisidn, de los
pacientes que requirieron recambio. En la Figura 54 se observa tejido ALVAL mediante
microscopio electrénico de barrido y en la Figura 55 podemos ver un aumento en el

gue se observa la presencia de linfocitos.

Segln los datos obtenidos observamos macroparticulas que se corresponden con los

elementos mayoritarios de la aleacion Cr, Co y Mo (Figura 56 a 59, Tabla 13 y 14).
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! g o SN
Figura 54: Imagen de tejido ALVAL obtenida a través de microscopio electrénico de barrido.

¢ AT a . N
Figura 55: Imagen de tejido ALVAL con presencia de linfocitos.
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Figura 56: Imagen de una macroparticula metalica de desgaste de prétesis de cadera ASR®.

Electron Image 1
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Full Scale 1076 cts Cursor: 0,000 ke
Figura 57: Espectro mediante microscopio electrénico de barrido.

Composicion porcentual %

Spectrum In stats. Al Cr Co Mo Total
1 Yes 9,82 24,99 57,69 7,50 100,00
Mean 9,82 24,99 57,69 7,50 100,00
Std. 0,00 0,00 0,00 0,00

deviation

Max. 9,82 24,99 57,69 7,50

Min. 9,82 24,99 57,69 7,50

Tabla 13. Composicién cuantitativa de los elementos de una macroparticula metdlica de desgaste de
protesis de cadera ASR® encontrada en tejido ALVAL.

6um ' Electron Image 1

Figura 58: Imagen de una macroparticula metdlica de desgaste de prétesis de cadera ASR®.
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Figura 59: Espectro mediante microscopio electrénico de barrido.

Composicion porcentual %

Spectrum In stats. Fe Ni Cu Zn Mo Total
Spectrum Yes 1,00 42,57 31,18 22,33 2,92 100,00
1

Mean 1,00 42,57 31,18 22,33 2,92 100,00
Std. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

deviation

Max. 1,00 42,57 31,18 22,33 2,92

Min. 1,00 42,57 31,18 22,33 2,92

Tabla 14. Composicion cuantitativa de los elementos de una macroparticula metalica de desgaste de
protesis de cadera ASR® encontrada en tejido ALVAL.

Cabe destacar la presencia de particulas en las que se detecta Mo mientras que Cry Co
estan ausentes (Figura 60 y 61, Tabla 15). Todo esto concuerda con los datos
presentados en el apartado A.1.5.1 de la Introduccién de la presente Tesis Doctoral en
la que se destaca la solubilidad de los iones Co* y cr®. Esto justifica las elevadas

concentraciones en las matrices biolégicas analizadas para Cry Co.
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L 9um ' Electron Image 1

Figura 60: Imagen de una macroparticula metalica de desgaste de prétesis de cadera ASR®.

Full Seale 562 ¢ts Cursor: 0,000 kt\J|

Figura 61: Espectro mediante microscopio electrénico de barrido.

Composicion porcentual %

Spectrum In stats. Mo Total
1 Yes 100,00 100,00
Mean 100,00 100,00
Std. deviation 0,00

Max. 100,00

Min. 100,00

Tabla 15. Composicidn cuantitativa de los elementos de una macroparticula metalica de desgaste de
protesis de cadera ASR® encontrada en tejido ALVAL.
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D.3.1.3.Resultados del andlisis del microscopio dptico

En las Figuras 62 a 65 se observan distintos cortes de tejido ALVAL mediante

microscopia dptica.

Figura 62: Imagen de tejido ALVAL a través de microscopio optico x4.

En la Figura 63 se observa vascularizacion y en la Figura 64 se aprecia mas claramente
la formacion de tejido inflamatorio. Se puede observar el engrosamiento de los vasos,

exudacion de fibrina, tejido fibroconectivo con necrosis e infiltrado linfocitico difuso.

"
4 -

Figura 63: Imagen de tejido ALVAL obtenida a través de microscopio 6ptico x40.
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Figura 64: Seccion de tejido perivascular teiiido con hematoxilina-eosina, con presencia de tejido
fibroconectivo con necrosis y areas con vasos sanguineos, x200.

En la Figura 65 se observa una estructura abigarrada, porque las células que lo originan
son pluripotenciales (pueden dar osteoblastos, osteoclastos,...), hay formacion de

cartilago, pero sobre todo de hueso.

» :
Figura 65: Tejido osteogénico y presencia de linfocitos, x400.
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D.3.1.4. Resultados del andlisis microestructural de la superficie de la protesis de

cadera de recubrimiento M-M ASR’ mediante Estereomicroscopio

En los resultados se muestra una mayor rugosidad (Sa=3,554) en el borde de friccidn
gue en el centro (Sa=1,698), (t=-2,821, p<0,05). Se puede apreciar como en las Figura

67 y 69 se han producido surcos mas profundos que en el caso de las Figura 66 y 68

con la subsiguiente perdida de material
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Figura 66: Imagen de la superficie de la proétesis (centro) obtenida a través de Estereomicroscopio.
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Figura 67: Imagen de la superficie de la protesis (borde) obtenida a través de Estereomicroscopio.
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Figura 68: Imagen obtenida a través de Estereomicroscopio en la que se pueden observar surcos y
lineas de friccidn.
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Figura 69: Imagen obtenida a través de Estereomicroscopio en la que se pueden observar surcos y
lineas de friccion.

D.3.2. Analisis complementario de los metales minoritarios de la aleacion en suero,
orina y cabello (Al, Mn, Mo, Ni, Ti)

En las Tablas 16 a 18 se recogen los niveles de metales no protocolizados analizados en
suero, orina y cabello expresados como valores medios + desviacion estandar, mediana
y rango. Asi mismo, se analizaron los resultados de los niveles de iones en el grupo de
pacientes sometidos a cirugia de recambio en cabello para demostrar que el descenso

de iones también se refleja en cabello. Tras la realizacion del test Wilcoxon teniendo
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159,216 se consideraron como

como valores de referencia los hallados en la bibliografia
significativos aquellos valores con p <0,05. Los niveles de metales en cabello se
estratificaron en subgrupos de pacientes recambiados y no recambiados en el andlisis
de cabello. Por otra parte, se analizaron el nUmero de pacientes que superaban el

limite maximo en poblacién normal.

En orina se detectaron diferencias significativas en todos los casos. En orden
descendente el elemento que presenta niveles medios mas elevados es Molibdeno
(38,33 ppb) seguido de Manganeso (5,63 ppb), Aluminio (4,89 ppb), Niguel (1,75 ppb)
y Titanio (0,275 ppb).

Orina estudio (n=45) control (n=100) P valor
Wilcoxon
g/mL = media mediana rango DS mediana rango
mg/L) ppb
Al 4,89 4,15 0,40-14 3,50 1,9 0,16-11,2 <0,001
Ti 0,275 0,23 0,10-1,51 0,24 <10 <0,001
Mn 5,63 0,17 0,01-287,15 34,91 0,31 0,11-1,3 0,037
Ni 1,75 0,73 0,01-35,01 4,25 1,8 0,59-4,06 <0,001
Mo 38,33 28,28 0,05-273,19 44,14 20 7-50 <0,001
Tabla 16. Niveles de Aluminio, Titanio, Manganeso, Niquel y Molibdeno en orina de pacientes con
prétesis M-M.
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Figura 70: Comparacién entre medianas en orina de poblacién de estudio y control respectivamente.
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Podemos observar como el elemento mayoritario es Al (10 ppb) seguido de Mo (1,67
ppb) en términos cuantitativos. Ti (1,17 ppb) se encuentra en una posicidén intermedia
y, finalmente, Mn (0,57 ppb) y Ni (0,356 ppb) se encuentran en ultimo lugar. Ti no

mostré diferencias significativas respecto a la poblacién de referencia.

Suero estudio (n=45) control (n=100) P valor
Wilcoxon

(ng/mL= media mediana rango DS Mediana/ rango

mg/L)ppb media*

Al 10,33 6,38 0,1-40,59 9,17 3,1 1,2-17,3 <0,001

Ti 1,17 0,53 0,09-6,44 1,44 1 1,0-3,0 0,107

Mn 0,57 0,551 0,03-5,64 0,58 1,12 0,63-2,26 <0,001

Ni 0,356 0,178 0,02-2,28 0,44 2,2 0,04-5,31 <0,001

Mo 1,67 1,37 0221682 25 0,44%*" 0,015%*

** Prueba T student.
Tabla 17. Niveles de Aluminio, Titanio, Manganeso, Niquel y Molibdeno en suero de pacientes con
proétesis M-M.

Y

ppb suero
w

Al Ti Mn Ni Mo

Figura 71: Comparacion entre medianas en suero de poblacion de estudio y control respectivamente.

En cabello los niveles medios de metales que se encontraban elevados de forma
significativa respecto a los datos hallados en poblacién de referencia fueron Aluminio
con 20,93 ppm (recambiados) y 130,10 ppm (no recambiados), Molibdeno 18,45 ppm
(recambiados) y 42,87 ppm (no recambiados) y Manganeso 0,275 ppm (recambiados) y
0,278 ppm (no recambiados). No se encontraron diferencias significativas en los

niveles detectados de Niquel y Titanio excepto en el grupo de pacientes que
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sobrepasaban el limite maximo respecto a la poblacion de referencia: Titanio 125,01

ppm y Niquel 1,976 ppm.

Metales analizados

Aluminio

Titanio

Manganeso

Niquel

Recambiados

No
Recambiados
Superior a
limite max.
(n=20) 44%
Recambiados

No
Recambiados
Superior a
limite max.
(n=4) 8,88%

Recambiados

No
Recambiados
Superior a
limite max.
(n=7) 15,55%
Recambiados

No
Recambiados
Superior a
limite max.
(n=5) 11,11%

Poblacién estudio (pg/g)

Poblacién referencia pg/g

media
20,937

130,104

246,551

0,215

14,5

125,012

0,275

0,278

0,918

0,226

0,406

1,976

mediana

7,48

7,07

19,854

0,114

0,206

99,854

0,205

0,164

0,749

0,137

0,169

1,147

rango
0,182-
97,6332
0,5-327,410

9,48-
3018,505

0,021-0,507

0,019-

298,01

2,242-
298,099

0,072-0,75

0,022-1,648

0,577-1,65

0,027-0,61

0,016-5,273

0,9755,273

DS
32,79

626,94

845,2

0,186

57,46

137,95

0,236

0,364

0,38

0,241

0,908

1,848

rango

0,26-
5,30

<1,0

0,016
-0,57

0,08-
0,90

mediana

1,63

0,067

0,23

p
<0,001*

<0,001*

<0,001*

nds

nds

0,009

0,009

0,011

<0,05**

nds

nds

<0,05

Valores en cabello (ug/g)

Tabla 18. Niveles de Aluminio, Titanio, Manganeso y Niquel en cabello de pacientes portadores de
protesis de cadera tipo ASR® DePuy y sometidos a cirugia de recambio. Los niveles en el grupo de
pacientes no recambiados eran: Aluminio 130,10 ppm, Molibdeno 42,87 ppm, Manganeso 0,278 ppm.

En las Figuras 72 a 75 se representan los niveles de metales (Al, Mn, Mo, Ni y Ti) en

funcién de los afios que el paciente ha mantenido contacto con la prétesis. Con el

transcurso de los afios se observan ciclos de liberacién de los iones mas pronunciados.

Como podemos observar en los datos obtenidos representados en las graficas
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referidas se producen fluctuaciones en los niveles determinados en las distintas

matrices.

ppb orina
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Figura 72: Niveles de metales (Al, Ti, Mn, Ni, Mo) determinados en orina de grupos de pacientes
estratificados en funcion de los afios que han sido portadores de la protesis M-M.
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Figura 73: Niveles de metales (Al, Ti, Mn, Ni y Mo) determinados en suero de grupos de pacientes
estratificados en funcion de los afios que han sido portadores de la protesis M-M.
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Figura 74: Niveles de metales (Al y Mo) determinados en cabello de grupos de pacientes estratificados
en funcidn de los aios que han sido portadores de la prétesis M-M.
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Figura 75: Niveles de metales (Ti, Mn y Ni) determinados en cabello de grupos de pacientes
estratificados en funcion de los afios que han sido portadores de la protesis M-M.

En la Figura 76 se representan los niveles medios de metales no protocolizados en
pacientes recambiados y no recambiados. Se puede observar la disminuciéon de los
iones en el grupo en el que se ha practicado el recambio respecto al grupo que
mantiene la proétesis. Este hecho permite demostrar la importancia del tipo de aleacion

y manufactura de los dispositivos en cuanto al desgaste metalico. Los niveles de
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Aluminio descienden 6,5 sobre el valor del grupo de pacientes no recambiados,
mientras que en el caso de Manganeso, apenas hay variaciones. Se produce un
descenso de 3,2 veces sobre los niveles de Molibdeno en pacientes no recambiados. El

nivel de Titanio es 67 veces inferior en el grupo recambiado y el de Niquel 1,8 veces

inferior.

140 - 130,104

120 -+

100 - o
° m aluminio
2 807 titanio
S
g- 60 H manganeso
& m niquel

40 1 20,937

14,5
20 1 0,215 0,278 0,406
0
Recambiados No Recambiados

Figura 76: Niveles de metales (Al, Ti, Mn, Ni) determinados en cabello de grupos de pacientes
estratificados en grupo recambiado y no recambiado.
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E. DISCUSION
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Con el fin de simplificar el andlisis y discusién de los resultados de la presente

Tesis Doctoral, se ha estructurado de la siguiente manera:

En primer término, de forma general, se analizan los resultados obtenidos en la

evaluacion clinica de los pacientes en el dmbito de consultas.

A continuacidn, se focaliza el analisis en los resultados obtenidos en cabello de
los niveles determinados de Cr, Co y Mo y se comparan con los datos obtenidos
en poblacidn sana no expuesta en diversos estudios publicados con

anterioridad.

Posteriormente se discute la evaluacidon de los resultados de la determinacidn

de metales en suero, orina y cabello y su evolucién con el tiempo.

Mas adelante se analiza la correlacion de los resultados entre las distintas

matrices analizadas.

En el siguiente apartado se analiza el posible descenso en los niveles de
metales tras realizar cirugia de revision e implantar un modelo artroplastico
metal-polietileno y se discuten los resultados en cuanto a la posible
superposicidén y equivalencia en el descenso de iones respecto al encontrado en

cabello.

Para completar el estudio se discuten los resultados de los analisis
complementarios de tejidos y material protésico extraido en pacientes
sometidos a cirugia de recambio mediante diversas técnicas de Espectroscopia
de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS), microscopia electronica de

barrido y microscopia dptica.

Asi mismo, para completar el estudio, se discutiran los resultados obtenidos de
metales no protocolizados (Al, Mn, Mo, Ni y Ti) en diversas matrices (suero,
orina y cabello) y su relacién con el descenso de los mismos tras la realizacion

de cirugia de recambio.
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8. En el penultimo apartado, con los datos recopilados a lo largo del estudio, se
discuten las posibles ventajas e inconvenientes de utilizar la determinacién de
metales en cabello en comparacion con suero y/u orina en pacientes

portadores de protesis de cadera M-M.

9. Finalmente, se mencionaran las limitaciones metodoldgicas del estudio

realizado.
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E.1. RESULTADOS DE LOS HALLAZGOS CLINICOS Y RADIOGRAFICOS.

Aunque no era un objetivo la evaluacién clinica y radiografica de los pacientes
portadores de una artroplastia M-M en la cadera, nos ha parecido conveniente

exponer los resultados obtenidos en el estudio clinico y radiogréfico.

La edad media del grupo de estudio se situaba en el sector de poblaciéon inferior a 60
afos. El 95,55 % de los pacientes eran varones por lo que, dado que las mujeres
presentan mas complicaciones segun lo expuesto en la introduccion, nuestro grupo de
estudio en este sentido presentaba menos riesgo. Los pacientes objeto de estudio
presentaban un indice de Quetelet de 29,4+5,37, por tanto, en un grado de

preobesidad.

Aproximadamente la mitad eran pensionistas por lo que, en principio, no se esperé
que realizaran una actividad fisica importante que implicase un mayor desgaste.
Aunque algun paciente referia antecedentes alérgicos, en ningun caso se trataba de
alergia a metales, lo que ya hubiera descartado este implante en el estudio
preoperatorio. Los pacientes sometidos a cirugia de recambio alcanzaron un 24% por
lo que su frecuencia coincide con los datos del Australian Arthroplasty Registry>". El

Oxford Hip Score medio hallado fue de 51,24 (rango 17-60).

Segun los datos bibliograficos®® la inclinacién acetabular éptima en la radiografia
simple se encuentra entre 40-452 y la anteversidon entre 20-252. En nuestro estudio los
valores medios fueron superiores al valor recomendado: 51,252 (rango 37-75). En
nuestra serie también hemos encontrado otros signos radiograficos descritos en este
tipo de artroplastias como el adelgazamiento del cuello femoral que no han sido

analizados en profundidad al no ser un objetivo de nuestro estudio.
En cuanto a la funcidén renal, todos los pacientes presentaban una tasa de filtracidn

glomerular mayor a 60 mL/min, por tanto, no tenian un factor de riesgo asociado ni

contraindicacién en este sentido para una correcta eliminacion de los iones.
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E.2. RESULTADOS DE LOS NIVELES DE IONES OBTENIDOS EN ESTE ESTUDIO Y
EVALUACION DEL RIESGO RESPECTO A LA BIBLIOGRAFIA ESTUDIADA EN PACIENTES
EXPUESTOS A METALES

Los seres humanos estan expuestos a metales como Cr y Co a través de agentes
externos (dieta, contaminacion medioambiental, y exposicion ocupacional en la
industria metallrgica) o agentes internos, como es el caso de las personas portadoras
de dispositivos quirdrgicos manufacturados con estos elementos. Las particularidades
de la exposicidn a agentes internos no es conocida con las misma profundidad que a
agentes externos, por lo que debe tenerse en cuenta ya que las barreras de absorcién

(piel o membranas mucosas) no estan presentes.

La liberacion de metales idnicos desde las prétesis de cadera M-M, especialmente en
los modelo de recubrimiento, es uno de los mas estudiados y mejor comprendidos,
especialmente desde que se detectaron las reacciones locales tisulares®™. Estudiar las
consecuencias de esta liberacion de iones llega a ser mas relevante cuando se tiene en
consideracién que las protesis metdlicas M-M se emplearon en un tercio de todas las
intervenciones quirurgicas de cadera en Estados Unidos en 2009, y en este pais hay
mas de 500.000 personas con estas protesis, la mayoria de las cuales se implantaron
entre 2003 y 2010%%°. Desde 1996, mas de un millén de dispositivos de friccion M-M se

han implantado en todo el mundo.

Aunque no se han demostrado la implicaciéon de los agentes internos en efectos
carcinogénicos y teratogénicas, en casos de intoxicacién mediante agentes externos se
ha demostrado sus efectos a nivel reproductivo, en la funciéon renal y cardiaca. En los
pacientes con artroplastias M-M, se han descrito alteraciones a nivel de la medula
6sea, el bazo, y el higado, aunque los efectos carcinogénicos de los iones metdlicos
liberados desde las prétesis M-M e incrementados a elevados niveles no deberian
eludirse. No obstante cuando se comparan con otro tipo de implantes, no hay
evidencias de que los dispositivos M-M estén asociados a un mayor riesgo de

diagndstico de cancer en los 7 afos posteriores a la cirugl'am.

142



DISCUSION

En relacion a estos efectos, debido a la posibilidad de complicaciones a medio-largo
plazo, se ha recomendado un seguimiento periédico de todos los pacientes con

222,223
. El

protesis M-M, especialmente con prdétesis de recubrimiento modelo de

artroplastia de recubrimiento ASR® ha mostrado un alto ratio de fracaso a medio

224,225 . . . . 226 . .
““>, Esto condujo a agencias internacionales®”y al propio fabricante a la

plazo
retirada del producto de la practica clinica en 2010. Se ha recomendado que los
pacientes con este implante sean monitorizados mediante evaluaciones clinicas,
analiticas, y radiogréficas, asi como también mediante otros test diagndsticos tales

. sos , . . 227,228,229
como resonancia magnética y tomografia axial computerizada™"“">*~.

En funcidon de la evaluacion clinica, la presencia de pseudoquistes, y el incremento de
los niveles de metales en suero y orinaBO, se recomienda seguir un procedimiento de
reemplazamiento quirurgico de la artroplastia incluyendo la extracciéon del implante, la
reseccion del pseudoquiste, y la implantacién de una artroplastia con friccidon

convencional.

Aunque no existe consenso en la literatura, se acepta que en pacientes con estos
implantes, los niveles de Cr y Co no deben exceder de 7y 5 ppb, respectivamente14’231.
Si los niveles de Co son superiores a 20 ppb, debe realizarse una cirugia de recambio
debido al riesgo de intoxicacion sistémica. En nuestra serie, los niveles de Cr y Co en
suero y orina fueron superiores a los de la poblacidén general, y el rango de variacién

fue bastante sorprendente.

175 232

Media Goullé  Nowak™*”.  Davies Batzevich™™. Elenge Mickeley Ray et Estudio
et al ', etal™, etal”. etal?. al™. actual
Co 0,42 0,06 1,67 61,97
Cr 0,46 0,59 0,62 1,16 163,27
Mo 0,12 0,43 0,55 31,36

Tabla 19. Concentraciones de metales en cabello (ppm)
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Los niveles detectados en cabello resultaron significativamente mas elevados respecto
a diversos estudios de metales en cabello de pacientes sanos no portadores de
implantes metalicos publicados anteriormente y que podemos observar en la Tabla 19.
Es preocupante que los niveles se mantengan tan elevados incluso tras 6 afos después
de la implantacion. El principal objetivo de nuestro estudio consistié en determinar si
la presencia de metales idnicos en cabello de pacientes con prétesis de cadera M-M
era mas elevada que en la poblacién general, y si se producian cambios tiempo-
dependientes en los niveles de metales en orina y suero de forma concordante con los
valores hallados en cabello. Ademas, no sdlo realizamos la determinacion de los
metales que exigian los protocolos sino también otros que formaban parte de la
aleacion como Mo. Los animales expuestos continuamente a este metal han mostrado
infiltracion grasa de higado y rifiones, asi como alteraciones en los niveles de vitaminas

del grupo B*>.

Hay varias técnicas disponibles para el andlisis de metales traza en cabello. En nuestro
estudio empleamos ICP-MS, por ser una técnica con un bajo limite de deteccidn, y alta

resolucién cualitativa y cuantitativa®**®*

. Por otra parte, ha sido ampliamente validada
y es mas coste-efectiva que otras técnicas mds recientes como la tecnologia de
radiacion por sincrotrén. Varios estudios han probado que los niveles de concentracién

176 E| estudio de estas

de metales en cabello se acumulan entre un 10-50% mas
concentraciones permite no solo analizar la liberacion de iones, que fluctia con el
tiempo, sino también la exposicion histdrica del paciente. El cabello es un tejido de
crecimiento lento, y por ello no sufre fluctuaciones rapidas en los niveles de metales,
pero para llevar a cabo una evaluacidn del estado de salud es mas util conocer la carga
tisular que la cantidad que estd siendo transportada en un momento puntual. Las
cantidades normales de metales en cabello de poblacién general no expuesta son
conocidas (con un pequefio grado de variabilidad debida al empleo de diferentes
equipos de medida). Los niveles de Cr en cabello se encuentran en el rango de 0,46 a
1,16190; Los niveles de Co, entre 0,06232 a 1,67234; y Mo, entre 0,122?’4 a 0,55191' Como se
indica en la Tabla 19, los valores fueron mucho mas elevados en nuestra serie, y esto

solo puede ser consecuencia de la contaminacién interna que este modelo de protesis

estan causando.
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Tras estudiar la concordancia entre suero, orina, y los valores en cabello, encontramos
una elevada concordancia entre Cromo-orina y Cromo-suero, y Cobalto orina y
Cobalto-cabello. Encontramos un nivel de concordancia moderado entre Cobalto-orina
y Cobalto-suero, y Cobalto-cabello y Cobalto-suero. Ya que no existen estudios
similares en la literatura, no hemos podido comparar nuestros hallazgos ni las

diferencias encontradas entre los resultados.

En estudios realizados con la artroplastia de recubrimiento de cadera ASR®, la
frecuencia de fracaso ha sido del 5,6% a 4 aﬁ05238y 10%>** 0 12% a 5 afios’. En
nuestra serie, estos porcentajes eran mayores. Once pacientes requirieron cirugia de
revision, y en cinco de ellos la causa fue el alto nivel de metales en orina y suero con
presencia de quistes periarticulares en la cadera implantada. Otro objetivo del estudio
fue conocer si los metales en suero, orina y cabello decrecian cuando la artroplastia M-
M se retiraba. Observamos que las concentraciones de iones metdlicos en suero y
orina decrecian una vez que se retiraba la prétesis. Esta disminucidon concuerda con la
observada en los niveles de metales en cabello en los casos de cirugia de revisidn
debida a metalosis: los niveles de Cr se redujeron en mas de un 40%, los niveles de Mo
en torno a un 50 % y Co hasta un 90% (Figura 49). Estos datos confirman uno de
nuestros objetivos, que consistia en relacionar las variaciones de metales en suero y
orina con las encontradas en cabello tras la retirada de la artroplastia M-M. Sin
embargo, observamos que aunque estos valores experimentaban un dramadtico
decremento tras la cirugia de revisidn, no alcanzaban niveles normales tras un afio
desde esta segunda intervencion. Esto puede deberse al efecto de los depdsitos de
metal, que presumiblemente descienden con el tiempo, o al hecho de que los nuevos
implantes de metal-polietileno también incrementan los niveles de metales

circulantes.

Existen estudios que demuestran que tras una fase rapida de desgaste, se produce un
aumento en la liberacion de iones, seguido de un periodo de equilibrio entre procesos
de acumulo-excrecién y, finalmente, vuelve a producirse una saturaciéon de los

procesos de eliminacién de iones para volver a observarse a los 4 afios un nuevo
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2 . . .
% En nuestro estudio, demostramos gue con el tiempo aparecen fluctuaciones,

pico
una vez mas, en torno al sexto afio para Molibdeno y séptimo afio para Aluminio. Los
principales factores que influyen en este comportamiento son los ciclos de desgaste y
la toxicocinética de los metales que componen la aleaciéon. Si el comportamiento in
vivo siguiera el modelo de los resultados en los simuladores de laboratorio tras la fase
inicial de desgaste, se esperaria una reduccion dramdtica en la produccidon de
particulas de desgaste. No obstante, este efecto no se observa en las prétesis objeto
de estudio por lo que subyace el temor de que todas las prétesis M-M conduzcan al
acumulo de metales en el organismo, con el progresivo incremento de metales en las
matrices biolégicas analizadas. El Molibdeno es retenido por la microglobulina y se
acumula en higado y rindn asociado a macromoléculas, parcialmente como
molibdoenzimas, y formando parte de la molibdopterina. Esto ultimo, junto con el
hecho de que Mo se elimina como molibdato a través del rifién en su mayor parte,
implicaria que los resultados obtenidos en plasma son inferiores con respecto a orina.
El Molibdeno en plasma presenta un efecto denominado “hide & seek” (mostracion vs
ocultamiento), situacién en la que el Molibdeno desaparece rapidamente del plasma 'y
se acumula en el tejido graso del cerebro y otros tejidos. Por tanto, las
concentraciones en plasma de Mo no serian un buen indicador de intoxicacidon por

. . - . . e . 135.
Molibdeno, incluso ni siquiera tras la exposicidon a altas dosis de metal

E.3. ANALISIS COMPLEMENTARIOS

A continuacion, discutiremos los resultados encontrados tras realizar analisis de
muestras de tejidos, fluidos y material protésico, con el fin de obtener mas datos que
permitan establecer la relacion entre los efectos producidos por la prétesis y su

composicion.

146



DISCUSION

E.3.1. Hallazgos del analisis XPS(X-Ray photoelectrons spectroscopy), Espectroscopia
de fotoelectrones emitidos por rayos X

En cuanto a los datos obtenidos en andlisis complementarios por XPS en referencia a
Ca, en la Figura 50 se puede ver el espectro correspondiente al doblete Ca2p; el pico
Ca2p3/2 se encuentra centrado en 346,9 eV, lo que no parece corresponderse con

241

hidroxiapatita descrito a 347,8 eV“"". Esta energia de ligadura, se asemeja mas a

243

222 5 carbonato de calcio (347,0 eV)**®.

compuestos de tipo éxidos de calcio (346,8 eV)
El Cobalto se estudia a partir de la banda Co2p3/2, esperando encontrarlo distribuido
parcialmente como Cobalto metal y distintos 6xidos de Cobalto de acuerdo con el

trabajo de Milo3ev et al***.

Como puede apreciarse en la Figura 51, se pueden ajustar tres curvas centradas en
781,8 eV (~40% del Co total), 780,3 eV (~47% del Co total) y 778,9 eV (~14% del Co
total). Las energias de ligadura de las dos primeras corresponden casi con seguridad a
6xidos de Cobalto, o incluso éxidos mixtos de Cobalto y hierro®*, aunque es muy dificil
precisar a cudles dado que se pueden encontrar referencias para cualquier éxido a
esas posiciones®* (La tercera banda, centrada a 778,9 eV esta cerca de las posiciones
asignables al Cobalto metdlico, que segin la base de datos:
NIST(http://srdata.nist.gov/xps/Default.aspx (june 2014)) se encuentra entre 777,8 eV
y 778,50 eV. También figuran en dicha base de datos aleaciones de Cobalto con otros
metales que aparecen a 778,9 eV, lo que podria ser indicativo en el caso de nuestra
muestra.

El pico del Cromo se analiza teniendo en consideracion el trabajo de Milosev et al**.
Se utilizan, por tanto, cuatro curvas para el ajuste correspondiendo respectivamente a
Cromo 0, 6xidos de Cromo (lll), hidroxidos de Cromo (lll) y Cromo (VI). Como puede
verse en la Figura 52, el 70% del Cromo se encuentra en estado de oxidacién (lll) bien
como 6xido o como hidréxido de Cromo. Unicamente un 3% estd como Cromo
metalico, siendo asignable el 27% restante a Cr (VI), especie de alta toxicidad. En la
Tabla 20 pueden verse las energias de ligadura y las anchuras de los picos localizados

., T , 244
en comparacién con la bibliografia®™".
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Andlisis de la protesis Trabajo de Milosev et al**
Ejigadura/ €V Fwhm/eV Ejigadura/€V Fwhm7/V
Cr metal 574,1 1,4 574,2 1,9
Cr,0; 576 2,6 576,3 2,6
Cr(OH); 577 2,1 577,5 3
Cr(V1) 578,2 2,2 578,7 3,2

Fwhm : full width at half-maximum.

Tabla 20. Comparativa de las posiciones y anchuras de picos para las distintas especies de Cromo
segun nuestro analisis y el trabajo de Milosev et al*®,

Encontramos, que el Molibdeno Mo3d5/2 aparece a 228,3 eV (fwhm 1,8 eV) muy
similar al Molibdeno metélico descrito®** a 228,5 eV. Al forzar las posiciones de los
picos en el algoritmo de ajuste obteniendo dos picos Mo4d5/2 centrados en 228,1 eV y
230,0 eV que podrian asignarse respectivamente a Mo metal y MoO, segun la
descripcion®* en la Tabla 19 (Figura 53). No hemos encontrado anélisis semejantes al
nuestro en la literatura sobre estos modelos de protesis por lo que no podemos

discutir nuestros resultados.

E.3.2. Hallazgos en los estudios de microscopia electrénica de barrido y microscopia
Optica

El mecanismo que se cree implicado en la reaccion del tejido analizado es una
hipersensibilidad tipo IV. Se trata de una respuesta mediada por células y que se
caracteriza por la presencia de linfocitos, histiocitos y, en algunos casos, células
gigantes multinucleadas. El reclutamiento de células inflamatorias en el tejido afecto
conlleva la liberacidon de factores quimiotacticos y citotéxicos. El dano tisular puede ser
extensivo como resultado de los efectos de células T y macréfagos. Metales como Cry
Co parecen ser altamente inmunogénicos. Las particulas de desgaste de los implantes
de segunda generacion presentan menor tamafio de particula y mayor area superficial
que facilita su difusion en los tejidos circundantes®. Al igual que en otras
descripciones de ALVAL, se puede observar en las imagenes exudado necrético,
inflamacién sinovial e hiperplasia. Pero la presencia de infiltrado perivascular

constituye el hecho diferencial para afirmar que se trata de tejido ALVAL. El fluido
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intraoperatorio es tipicamente gris amarronado. En el tejido ALVAL observado
mediante microscopia electrénica de barrido (Figuras 54 y 55) se pueden observar

linfocitos.

En las Figuras 62-65 se muestran distintos cortes de tejido ALVAL obtenidos mediante
microscopia Optica. En la Figura 63 se observa vascularizacidon y en la Figura 64 se
aprecia mas claramente la formacidn de tejido inflamatorio. En la Figura 65 se observa
una estructura abigarrada, porque las células que lo originan son pluripotenciales
(pueden dar osteoblastos, osteoclastos,...), hay formacién de cartilago, pero sobre
todo de hueso. Todos estos hallazgos concuerdan con la bibliografia revisada*’**.

Segun los datos obtenidos observamos microparticulas que se corresponden con los
elementos mayoritarios de la aleacion Cr, Co y Mo (Figura 56 a 59, Tabla 13 y 14). Cabe
destacar la presencia de particulas en las que se detecta Mo mientras que Cr y Co
estan ausentes(Figura 60 y 61, Tabla 15).Todo esto concuerda con los datos
presentados en el apartado A.1.5.1 de la Introduccidon de la presente Tesis en la que se

destaca la solubilidad de los iones Co®" y Cr®. Esto justifica las elevadas

concentraciones en las matrices bioldgicas analizadas para Cry Co.

Por tanto, con los analisis realizados se demuestra que la presencia de particulas

metadlicas esta intimamente relacionada con el desarrollo de la reaccion tipo ALVAL.

E.3.3. Hallazgos en los estudios mediante Estereomicroscopio

La elevada frecuencia de cirugia de revisién debido al fallo de las protesis M-M
respecto a las de metal-polietileno ha sido comprobado: 13% vs 3%. Contemplamos
evaluar la implicacion del tipo de aleacidn y el método de fabricacion de la prétesis
ASR® en los resultados clinicos obtenidos. Las particulas micrométricas de desgaste
detectadas en el tejido circundante al implante se corresponden en su composicién
con la aleacidén de la proétesis. Se constatd este efecto y la diferencia entre las distintas
areas de la prétesis en cuanto a la friccion. Se pueden observar surcos de friccion mas

profundos en la zona de contacto entre las superficies metalicas (Figuras 67 y 69)

149



DISCUSION

respecto al centro (Figuras 66 y 68) en donde no se produce un contacto tan
pronunciado. La protesis ASR®** esta constituida por una cabeza de metal fundido
mientras que la copa estd constituida por una aleacién metalica sometida a
presurizacién isostatica a altas temperaturas y a recocido. Esto junto con el alto
contenido en carbono (>0,15%) puede estar relacionado con la baja resistencia al
desgaste y las elevadas tasas de revisidn. Este hallazgo no puede ser considerado como
definitivo debido a que solo estudiamos algunos casos de cupulas procedentes de la
cirugia de revisidn, que tampoco este era un objetivo de esta Tesis.

Mediante el analisis de superficie se demostrd la friccion de los componentes y se
detectaron surcos con el consiguiente desprendimiento de particulas. En los resultados
obtenidos en el andlisis de tejido ALVAL (obtenido en la cirugia de recambio) mediante

SEM, como ya se ha referido, se demostrd la presencia de dichas particulas metalicas.

E.3.4.Hallazgos en los analisis de metales no protocolizados

Molibdeno se encuentra elevado de forma significativa en las tres matrices analizadas
en los pacientes portadores de la prdétesis. Es un elemento traza esencial que se
adquiere a través de la dieta y actla como cofactor formando parte de enzimas
implicadas en el metabolismo del nitrégeno (aldehido deshidrogenasa, xantina
oxidasa, NADH deshidrogenasa). La toxicidad debida a Molibdeno es rara y
normalmente se debe a exposiciéon profesional a pesar de que también se han
observado casos debido a una ingesta mayor a 400 pg/dia. Los niveles normales en
poblacién de referencia se encuentran en 0,44 ppb en suero’’. En pacientes
portadores de prétesis metalicas los niveles superiores a 10 ppb alertarian sobre un
desgaste incrementado de la prétesis®®. Ha de tenerse en cuenta que los niveles
séricos de Molibdeno se ven incrementados en casos de inflamacion hepatica debida a
procesos de infeccidn viral, alcoholismo, etc. El interés de monitorizar Molibdeno
reside en su perfil toxico en cuanto a la fertilidad masculina®'. Debido a que este tipo
de proétesis, por su disefio, estd indicada especialmente en pacientes jévenes resultaria

interesante profundizar en los efectos de Molibdeno a nivel reproductivo ya que en
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recientes estudios se ha evidenciado su implicacién en problemas de toxicidad

. 150,251
reproductlva envarones .

Se encontraron niveles elevados de Aluminio en cabello tanto en el grupo de pacientes
sometidos a cirugia de revisién como en el grupo en el que se conservd la proétesis.
Para el resto de metales no hay diferencias significativas excepto en los grupos de
pacientes que superan el limite maximo en cada caso en los analisis de cabello. En el
44% de los pacientes se observa que los niveles de Aluminio se encuentran elevados

de forma significativa con una media de 246,55 pg/g.

Actualmente vivimos en lo que los investigadores pertenecientes al campo de la
Quimica denominan “Era del Aluminio” ya que, ademds de tratarse del tercer
elemento mds abundante en la corteza terrestre, es uno de los mas empleados por su
fortaleza, durabilidad, ligereza y resistencia a la corrosién. Se emplea en la industria
siderurgica para la elaboracién de latas, componentes eléctricos, aviones, coches...etc.
Ademas en términos de biodisponibilidad se utiliza en forma de complejos moleculares
como floculante en agua de bebida, como aditivo en comidas preparadas, en
cosméticos y productos farmacéuticos (antiperspirantes, antiacidos, adyuvantes en
vacunas)®?. Existen determinados grupos particularmente vulnerables a su exposicion
dado que no presentan una funcidn renal adecuada (principal via de excreciéon) como
son los nifios menores de un afo, ancianos y personas con insuficiencia renal. El
Aluminio fue testado por primera vez en 1926 como potenciador de la respuesta
inmunolégica debido al aumento de la titulacién de anticuerpos®>. Consideramos que
la presencia de Aluminio en fluidos de pacientes con artroplastias M-M deberia
reevaluarse debido en primer lugar a su toxicidad intrinseca y, en segundo término,
debido al tipo de respuesta inmunolégica que produce (respuesta inmune alérgica o
autoinmune anormal) que podria jugar cierto papel en la enfermedad de Guillain-
Barre, la esclerosis multiple y el Sindrome de la Guerra del Golfo. En diversos estudios
se han encontrado datos que relacionan la exposicidon a Aluminio a través de vacunas o
exposicidon ambiental y el desarrollo de ELA (Esclerosis lateral amiotréfica) asociada al
complejo Parkinsonismo-Demencia y al Sindrome de la Guerra del Golfo. La ELA se

caracteriza por un proceso degenerativo de las neuronas motoras. La contribucién
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genética para el desarrollo de la enfermedad supone un 10%. En ensayos practicados
en animales, se ha demostrado la toxicidad del hidréxido de Aluminio empleado como
coadyuvante en vacunas. Debe tenerse en cuenta que las nanoparticulas de Aluminio
son transportadas por los macréfagos al sistema nervioso central. En pacientes en
hemodidlisis se observd una relacidon entre el desarrollo de Encefalopatia asociada a
dialisis y el elevado contenido en Aluminio de los fluidos empleados en ella. Se
demostré que en estos pacientes habia niveles elevados de Aluminio y de beta
amiloide. Finalmente tras la retirada de Aluminio de las soluciones utilizadas en las

soluciones de dialisis se desvanecio la clinica de dicho sindrome.

La FDA subraya la categorizacién especial de las vacunas ya que se administran a
individuos sanos y emplaza por ello a su desarrollo bajo las maximas garantias de
seguridad. Como consecuencia, establece un limite maximo de 850 ug/dosis254 a pesar
de que no se han practicado tests sobre la seguridad y efectos toxicos del Aluminio en

vacunas.

Se ha demostrado que, los paises con los mayores niveles de Aluminio en las vacunas,
presentan mayores ratios de autismo. Debe tenerse en cuenta que en los primeros
meses de vida es cuando se produce el desarrollo neuronal y también cuando se
administran dichas vacunas. En cuanto a la via de administracion y a la aparicién de
efectos secundarios, se demuestra en una revisién que, la administracidon parenteral
muestra efectos mas rdpidos que la oral y, que en el caso de vacunas en adultos,
puede implicar deterioro cognitivo®. Por lo tanto, en el caso de pacientes con prétesis
en las que el Aluminio forme parte de la aleacién deberia llevarse a cabo un control de
la exposicidon por sus potenciales efectos. Por ello, seria interesante afadir la
determinacién de Aluminio a los controles de Cromo y Cobalto que las principales

agencias sanitarias y las sociedades cientificas han establecido.

En condiciones normales el Aluminio adquirido a través de la dieta (5-10 mg) es
eliminado completamente por via renal. En pacientes en los que la funcion renal esta
comprometida existe un riesgo potencial de toxicidad por acumulo de Aluminio. El

Aluminio, al acumularse en la sangre, se une a proteinas como la albimina y se
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distribuye principalmente al tejido cerebral y dseo. La deposicidon a nivel éseo altera el
intercambio normal de calcio. Se produce hiperparatiroidismo secundario a
consecuencia de la ineficacia del control fisioldgico de los niveles de calcio mediante la
PTH®®. Por tanto, el calcio no es devuelto a la circulacién sanguinea mediante el
proceso normal de resorcion. Se considera que con un recambio dseo bajo y niveles de

257 E| anélisis de

Aluminio superiores a 60 ppb (ng/mL) existe intoxicacion por Aluminio
Aluminio, estd indicado por tanto en pacientes en didlisis y en aquellos que sean
portadores de proétesis cuyas aleaciones presenten Aluminio. Debe remarcarse la
importancia de analizar no solamente los elementos que conforman en mayor
proporcién la aleacion de la protesis sino también aquellos que, como en este caso,
son interesantes por su potencial toxicidad. Seria necesario comprobar previamente la
ficha técnica de los dispositivos protésicos y revisar la composicion exacta de la
aleacion. En pacientes portadores de prdtesis metdlicas un aumento modesto (6-10

ng/mL) en la concentracion de Aluminio sérico se considera normal. Pero si los niveles

. . , . . 2
son superiores a 10 ng/mL se considera que el desgaste esta siendo importante®>®,

Hemos observado diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 72) en los
niveles de metales detectados en orina excepto para Manganeso. Los niveles de
Aluminio son significativamente mas altos en el grupo de pacientes portadores de
protesis M-M (mediana 4,15, rango 0,4-14) en comparacién al grupo control (mediana
1,9, rango 0,16-11,2). Los niveles de Molibdeno se encuentran elevados de forma
significativa respecto al grupo control. Finalmente, observamos que los niveles de
Titanio y Niquel son inferiores de forma significativa a los niveles detectados en la

poblacién de referencia.

En cuanto a las determinaciones realizadas en suero los niveles de Aluminio se
mantienen elevados respecto a la poblacién de referencia de forma significativa. Los
niveles de Titanio y Molibdeno no muestran diferencias significativas. En cuanto a
Manganeso y Niquel, se observa que los niveles determinados son inferiores
significativamente respecto a la poblacién de referencia. Se considera que sus niveles

259

son toxicos si son iguales o superiores a 10 ng/mL (niveles de referencia <2ng/mL)~".

En poblacion expuesta a Niquel via inhalatoria se ha demostrado su implicaciéon en
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neoplasias y enfermedades del tracto respiratorio. Por otra parte, se han observado
reacciones alérgicas a nivel dermatoldgico debido al contacto con aleaciones

compuestas con Niguel®®.

La toxicidad del Manganeso se ha estudiado principalmente en poblacién expuesta en
procesos industriales via inhalatoria. Los signos de toxicidad aparecen rapidamente y
los sintomas neuroldgicos son raramente reversibles. La toxicidad de Manganeso se
reconoce por tres estadios. En el primero se produce un prédromo de somnolencia,
apatia labilidad emocional, disfuncién sexual, debilidad, letargia anorexia y dolor de
cabeza. Si la exposicién continua, se progresa a un segundo estadio con alteraciones
psicoldgicas, déficit de memoria, ansiedad y manifestaciones psicéticas tales como
alucinaciones. Finalmente en el tercer estadio se progresa hacia una bradiquinesia,
paresia, temblor de intencién, disartria axial y distonia extrema y cara tipo mascara®®’.

Los niveles en suero considerados de referencia en poblacién sana son de 0,6-2,3

262 263

ng/mL™. En orina el rango de referencia se situa entre 0,1-0,9 ug/L~". Al igual que
Molibdeno, su exceso ha sido relacionado con efectos sobre la reproduccion®®®. Se ha
demostrado un aumento en el contenido de metalotioneinas y los niveles de
Manganeso en células neoplésica5265. En nuestro estudio se observan niveles
significativamente elevados en cabello mientras que en suero y orina no demuestran
ser superiores respecto a la poblacion de referencia. A pesar de que las
recomendaciones se centran en establecer limites maximos de concentraciones de
iones existen estudios que demuestran que concentraciones superiores de 100 pg/L no
son mas osteoliticas que concentraciones de 1 pg/L basandose en el ratio OPG/RANKL

por lo que seria interesante ahondar en los estudios realizados con muestras de

pacientes mas alla de las recomendaciones basicas exigidas por las agencias %,

Tras la cirugia de recambio en los pacientes que fueron intervenidos observamos que
los niveles de Aluminio descendieron 6,5 veces sobre el valor del grupo de pacientes
no recambiados mientras que en el caso de Manganeso apenas hay variaciones. Se
produce un descenso de 3,2 veces sobre los niveles de Molibdeno en pacientes no
recambiados. El nivel de Titanio es 67 veces inferior en el grupo recambiado y el de

Niquel 1,8 veces inferior. De forma paralela al analisis de Cr y Co, se observa un
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descenso tras el recambio del implante en cabello. Esto demuestra que las variaciones
en cuanto a la liberacion de iones se reflejan en cabello. Los niveles de Aluminio

descendieron un 84,62%, Titanio 98,52%, Manganeso 1,08% y Niquel un 44,35%.

En cuanto al Aluminio, existe un debate acerca de si los niveles en sangre son validos
para determinar la exposicion a Aluminio. Sin embargo, esta claro que las
determinaciones de Aluminio en sangre no reflejan con exactitud la carga corporal
total de este. Esto se debe a que el cerebro, pulmones y huesos revelan cantidades
mucho mas elevadas por su afinidad a estos tejidos. Los niveles de Aluminio en cabello
se correlacionan bien con los niveles dseos. En contraposicién no se correlacionan con

los niveles determinados en suero®’.

Por todo lo anteriormente expuesto, seria conveniente tener en cuenta la presencia de
estos metales y profundizar en su estudio, teniendo en cuenta la gran cantidad de
implantes M-M que se mantienen en el mundo y que presumiblemente seran

mantenidos durante muchos anos en los pacientes.

E.4. POSIBILIDAD DE SUSTITUCION DE LA DETERMINACION DE METALES EN CABELLO
DE PACIENTES PORTADORES DE ARTROPLASTIAS DE SUPERFICIE M-M POR LA
DETERMINACION DE ESOS MISMOS METALES EN SUERO Y ORINA EN EL CONTROL
EVOLUTIVO DE ESOS MODELOS

Dado que las cantidades detectadas se hallan en el orden de los ppm en lugar de los
ppb la deteccién de metales es mas sensible en el cabello. Puesto que se trata de un
tejido de acumulo, y no de un fluido de transporte o eliminacién demuestra, se trata
de un biomarcador de la carga sistémica de metales. En este caso, las fluctuaciones
gue pueden acontecer en suero o en orina por procesos de redistribucién, no
afectarian al cabello. Con lo expuesto anteriormente, se podria evaluar la utilizacién de
esta técnica como un marcador de screening para, posteriormente, realizar analisis
complementarios. De forma inversa, se podria realizar el andlisis en cabello tras
realizar los analisis de suero en suero y orina en caso de que se quisiera complementar

los datos de toxicocinética de los iones en transporte, eliminaciéon y acumulo. Seria
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conveniente tener en cuenta esta matriz ya que, como explicaremos mas adelante,
existen fendmenos llamados “hide & sheek” (ocultamiento vs mostracién) en el caso

de algunos iones como el Mo en sangre.

E.5. VENTAJAS E INCONVENIENTES DEL ANALISIS DEL CABELLO

El cabello humano puede emplearse como biomarcador para evaluar la exposicién a

268,162, . . .
"~>“y se considera una buena matriz para realizar

metales y metaloides en humanos
una estimacién previa a un estudio mas extensivo y costoso que supondria el muestreo

de sangrey orina”®.

El andlisis de cabello no requiere personal técnico especializado para la recogida de
muestras, que pueden ser aportadas por los propios pacientes, evitando asi los costes
de personal médico especializado y materiales. No es necesario mantener la cadena de
frio para el cabello y puede ser almacenado a temperatura ambiente durante un largo
periodo de tiempo manteniendo intacta su composicién. El estudio de metales en
cabello es una técnica de bajo coste que ademds ahorra costes indirectos, ya que el
paciente no tiene que visitar el centro de salud durante horas de trabajo, requisito
indispensable para la extraccion de suero y orina en la obtencion de muestras.
Adicionalmente, el personal sanitario no se veria expuesto a fluidos biolégicos que
pudieran actuar como vectores de infeccidn. Asi mismo, una incorrecta recogida o
transporte de las muestras de sangre y orina podrian alterar los resultados. Los analisis
de orina son engorrosos para el paciente, ya que se requiere la orina de 24h lo que
implica una serie de inconvenientes que afiaden incertidumbre en la correcta
obtencién de la muestra, ya que no hay personal técnico presente. Tanto la obtencién
de sangre como de orina requieren material especial para el transporte y conservacién
de las muestras, asi como el mantenimiento de la cadena de frio durante todo el
proceso. Adicionalmente, la muestra de cabello es mas dificil de adulterar que las

muestras de orina.
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Los resultados de nuestro estudio muestran que el cabello es un buen marcador
biolégico para la monitorizacién y el estudio del comportamiento toxicocinético de los
metales liberados desde proétesis de cadera metal- metal, y que puede tener
aplicaciones inmediatas en la practica clinica para un seguimiento a medio o largo
plazo. El cabello permite la detecciéon de altos niveles de metales sin requerir la

obtencién de sangre y muestra concentraciones mayores.

Se trata de una técnica de analisis sencilla que puede resultar Gtil para el screening de
intoxicacion por metales liberados de prétesis de cadera en grandes poblaciones, que
podrian posteriormente monitorizarse a través de andlisis de suero y orina. Nuestros
hallazgos, tanto en los elevados niveles de metales detectados en cabello de pacientes
con artroplastias M-M asi como la correlacién entre los niveles en suero y cabello
deberian confirmarse en estudios futuros a largo-plazo con series de pacientes de

mayor tamano.

Los principales inconvenientes residen en que no existe un protocolo de
acondicionamiento preanalisis Unico en el lavado de las muestras de cabello que junto
a las variaciones interlaboratorio e intralaboratorio “per se” podrian contribuir a la

incertidumbre de los resultados.

E.6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Las limitaciones del estudio incluyen la ausencia de un grupo control. Hemos aceptado
los valores de niveles de metales en cabello en poblaciéon general descritos en la
literatura, y hemos encontrado una gran diferencia entre los niveles publicados y los
obtenidos en nuestro estudio. Ignoramos si en otros modelos de artroplastia con
diferentes tipos de friccidon, tales como metal-polietileno, los niveles de metales se
incrementan. En cualquier caso, la usencia de tal informacién no invalida nuestros
resultados. Nuestra serie comprende pocos pacientes, y el tiempo de seguimiento es

limitado. Debido a la alta variabilidad de los niveles de metales encontrados en nuestro
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estudio, ignoramos si con un tamafio muestral mayor los resultados resultarian

diferentes.

Debido al escaso nimero de pacientes que se sometieron a cirugia de recambio por
metalosis, el descenso en los niveles de metales en cabello no arrojé resultados
significativos; sin embargo, la extraordinariamente amplia diferencia entre las medidas
realizadas antes y después del recambio confirman que los niveles de metales en

cabello cambian cuando se implanta una prétesis M-M y luego se extrae.

Como limitacion final, debemos afirmar que no hemos establecido relaciones entre los

niveles de metales en cabello con alteraciones locales o generales a medio y largo

plazo; esto solo puede conseguirse con un mayor periodo de tiempo de seguimiento.
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F. CONCLUSIONES
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Las conclusiones derivadas de la presente Tesis Doctoral pueden resumirse en los

siguientes puntos:

Objetivo 1:

e La optimizacion de las metodologias analiticas para la determinacion de
elementos traza (Cr, Co, Mo) en muestras bioldgicas, mediante el empleo de ICP-MS
de alta resolucidn, ha permitido establecer diferencias significativas ente los niveles de
concentracidn encontrados para algunos elementos en pacientes portadores de
artroplastia de cadera M-M respecto a los datos obtenidos en poblacion general segun

la literatura.

e Se aprecian fluctuaciones en los subgrupos de pacientes en funcién del tiempo de

implantacion en las distintas matrices analizadas.

Objetivo 2:

e Tras estudiar la concordancia entre suero, orina, y los valores en cabello,
encontramos una elevada concordancia entre Cromo-orina y Cromo-suero, y
Cobalto orina y Cobalto-cabello. Encontramos un nivel de concordancia moderado

entre Cobalto-orina y Cobalto-suero, y Cobalto-cabello y Cobalto-suero.

Objetivo 3:
e Observamos que las concentraciones de iones metdlicos en suero y orina

decrecian una vez que se retiraba la protesis.

Objetivo 4:
e Ladisminuciéon en suero y orina concuerda con la observada en los niveles de

metales en cabello en los casos de cirugia de revision debida a metalosis.
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Objetivo 5:

e Los analisis del material protésico y tejidos extraidos durante la cirugia demuestran
la implicacién de las particulas de desgaste en este tipo de reacciones. Ademas, se
produce una coincidencia en la composicion de la protesis y las particulas de
desgaste analizadas en tejido ALVAL y los niveles de iones metalicos en cabello

detectandose Al, Mn, Mo, Niy Ti.

Objetivo 6:

e Por ultimo, podemos concluir que con los datos aportados, el analisis de cabello
presenta una serie de ventajas en el estudio de la intoxicaciéon metalica en las
artroplastias de cadera metal-metal y que, en determinados casos, se podria valorar su

sustitucion por los analisis recomendados en suero y orina.
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G.1. ANEXO 1: RESOLUCION COMITE DE ETICA REGIONAL

SERVICIO DE SALUD =

DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS Comité Etico de Investigacién Clinica
Regional del Principado de Asturias
C/ Celestino Villamil s/n
33006.-Oviedo
Tfno: 985.10.79.27/985.10.80.28
Fax: 985.10.87.11

e-mail: ceicr_asturias@hca.es

Area Sanitaria

Qviedo, 10 de Junio de 2011

El Comité Etico de Investigacion Clinica Regional del Principado de Asturias ha
evaluado el Estudio n® 37/ 2011, titulado: “PRESENCIA DE IONES METALICOS EN CABELLO
DE PACIENTES CON ARTROPLASTIAS DE CADERA METAL-METAL. VALIDACION DE LA
TECNICA Y ESTUDIO COMPARATIVO CON LA MEDICION EN SANGRE Y ORINA".
Investigador Principal: Dr. Daniel Hernandez Vaquero, Profesor Titular de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia de la Facultad de Medicina de Oviedo. Investigador Colaborador: Dr. Javier
Cervero Suarez del S. de Cirugia Ortopédica y Traumatologia del Hospital San Agustin de
Avilés (Asturias). Investigadora Colaboradora: Maria Rodriguez de la Flor Garcia, Licenciada
en Farmacia, Farmacéutica Residente (2° afio) del S. de Farmacia Hospitalaria del Hospital
San Agustin de Avilés (Asturias).

El Comité ha tomado el acuerdo de considerar que el citado estudio retne las
condiciones éticas necesarias para poder realizarse y, en consecuencia, emite su autorizacion.

Le recuerdo que debera guardar la maxima confidencialidad de los datos utilizados en este
estudio.

Le saluda atentamente.

Fdo: Eduardo Arnaez Moral

Secretario del Comité Etico de Investigacion.
Clinica Regional del Principado de Asturias

SERVICIO DE SALUD

DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

HOSPITAL UNVERSITARIO CENTRAL DE F-SYURM
N

MITE ETICO DE INVESTIGACH
gaNICA REGIONAL DEL PRINCIPADO DE ‘

ASTURIAS

169




ANEXOS

G.2. ANEXO 2: RESOLUCION DE PREMIOS A PROYECTOS DE INVESTIGACION,
FUNDACION SECOT 2011

RESOLUCION PROYECTOS DE INVESTIGACION
FUNDACION SECOT 2011

Dotado con 12.000€

Titulo: “Estudios sobre la mineralizacion y las células troncales en las fracturas de cadera.
Estudio de dos cohortes prospectivas”.

Autor Principal: Enrique Guerado Parra, Hospital Universitario Costa del Sol (Malaga)
Cols.: Antonio Campos Mufioz, Universidad de Granada (Granada): Miguel Alaminos
Mingorance, Universidad de Granada (Granada): Encarnacion Cruz Ocana, Hospital
Universitario Costa del Sol (Malaga); Juan Ramén Cano Porras, Hospital Universitario
Costa del Sol (Malaga): Aurelio Andrés Diaz Martin, Hospital Universitario Costa del Sol
(Malaga); Ana Maria Cervan de la Haba, Hospital Universitario Costa del Sol (Malaga):
Laura Ramos Gonzélez, Hospital Universitario Costa del Sol (Malaga).

Titulo: “Técnica de microindentacion ésea aplicada al recambio protésico de rodilla. relacién
entre la densidad mineral ésea, la resistencia mecénica tibial y la aparicién de dolor en
punta de véstago”.

Autor Principal: Xavier Pelfort Lopez, Parc de Salut Mar (Barcelona).

Cols.: Roberto Carlos Giterri Fernandez, Parc de Salut Mar (Barcelona), Lluis Puig Verdier,
Parc de Salut Mar (Barcelona); Pedro Hinarejos Gémez, Parc de Salut Mar (Barcelona):
Ratl Torres Claramunt, Parc de Salut Mar (Barcelona): Joan Leal Blanquet, Parc de Salut
Mar (Barcelona).

Titulo: “Presencia de iones metélicos en cabello de pacientes con artroplastias de cadera
metal-metal. Validacién de la técnica y estudio comparativo con la medicién en sangre y

orina .

Autor Principal: Daniel Hernéandez Vaquero, Hospital San Agustin (Asturias).
Cols.: Javier Cervero Suarez, Hospital San Agustin (Asturias): Maria Rodriguez de la Flor
Garcia, Hospital San Agustin (Asturias).
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G.3. ANEXO 3: SISTEMA DE EVALUACION DE CADERA DE OXFORD

Oxford Hip Score

Nombre del clinico (or ref) ‘

Por favor conteste las siguientes 12 preguntas.
Durante las ultimas 4 semanas...

1. ¢Como describiria el dolor que normalmente
ha tenido en su cadera?

i’“ Ninguno

Nombre del paciente (or ref) |

7. ¢ Durante las ultimas 4 semanas, ha sido capaz
de subir un tramo de escalera?

¢ si facilmente

Muy leve

" Con poca dificultad

Leve

Con alguna dificultad

(_"
(_"
" Moderado
-

Fuerte

2. ¢Durante las ultimas 4 semanas, ha tenido
algun problema para lavarse y secarsepor si mismo
(todo el cuerpo) a causa de su cadera?

I Ningun problema

-

{"  Con muchas dificultades

" No, ha sido imposible,

8. Durante las ultimas 4 semanas, ¢écuanto dolor

ha sentido al levantarse de la silla después de una
comida (sentado a la mesa) a causa de su cadera?

" Ningun dolor

Muy pocos problemas

Dolor leve

Algunos problemas

Dolor moderado

Mucho dolor

-
-
*  Muchos problemas
(e

Ha sido imposible hacerlo

3. (Durante las ultimas 4 semanas, ha tenido
algun problema para entrar o salir de un coche o
para usar el transporte publico a causa de su
cadera? (segun el medio de trasporte que suela
usar)

" Ningun problema

.
-
-
" Insoportable

9. ¢Durante las ultimas 4 semanas, ha cojeado al
caminar a causa de su cadera?

Rara vez/nunca

Muy pocos problemas

Algunas veces o sélo al principio

A menudo, no sdlo al principio

Muchas dificultades

La mayoria de las veces

i
" Algunos problemas
i
i

Ha sido imposible hacerlo

YYD

Todo el tiempo
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4. iDurante las ultimas 4 semanas, ha sido capaz
de ponerse los zapatos, los calcetines o las
medias?

{7 si facilmente

10. ¢ Durante las ultimas 4 semanas, ha tenido
algun dolor repentino fuerte- agudo, punzante o
espasmadico- a causa de la cadera afectada?

" Ningun dia

Con poca dificultad

Sélo 1 6 2 dias

Con muchas dificultades

La mayoria de los dias

(_'
" Con alguna dificultad
i
i

No, ha sido imposible

5. ¢Durante las ultimas 4 semanas, ha podido
realizar las compras domésticas por si mismo?

-
" Algunos dias
.
.

Todos los dias

11. Durante las ultimas 4 semanas, el dolor en la
cadera éien qué medida ha interferido con su

trabajo  habitual? (incluyendo las tareas
domésticas)

Si, facilmente " Nunca

Con poca dificultad Un poco

Con alguna dificultad Moderadamente

Con muchas dificultades

DD

No, ha sido imposible

6. Durante las ultimas 4 semanas, édurante
cuanto tiempo ha sido capaz de caminar antes de
que le empezara a doler fuertemente la cadera?

Sin dolor/no mas de 30 minutos

-
-
" Bastante
-

Totalmente

12. ¢Durante las ultimas 4 semanas, ha tenido
problemas para dormir por la noche a causa del
dolor en su cadera ?

Ninguna noche

de 16 a 30 minutos

Sélo 1 6 2 noches

de 5 a 15 minutos

Algunas noches

Sélo por la casa

La mayoria de las noches

DD

Nada

D

Todas las noches

Puntuacion Oxford Hip Score

Puede indicar artritis severa de cadera. Es altamente probable la necesidad de alguna

Artritis de cadera severa a moderada. Requiere consultar a su médico de familia para realizar

un chequeo y evaluacién por rayos X. Se consideraria una consulta con un cirujano

Puede indicar dolor de cadera suave a moderado. Considerar una revisidon con el médico de

familia y la realizacién de una placa de rayos X. Podria beneficiarse de un tratamiento no
quirurgico tal como, ejercicio, pérdida de peso, y /o medicacién antiinflamatoria.

0-19
intervencion quirdrgica.
20-29
ortopédico.
30-39
40-48

Puede indicar una funcion correcta de la articulacién. No implica un tratamiento formal.
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H. PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES
DERIVADAS DE ESTE ESTUDIO
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H.1.1. Articulos cientificos:

v' Rodriguez de la Flor M, Hernandez-Vaquero D, Fernandez-Carreira JM. Metal
presence in hair after metal-on-metal resurfacing arthroplasty. J Orthop Res. 2013;

31(12):2025-31.

v Hernandez-Vaquero D, Rodriguez de la Flor M, Fernandez Carreira JM, Sariego
Muniz C. Detection of metal ions in hair after metal-metal hip arthroplasty. Rev Esp

Cir Ortop Traumatol. 2014; 58:267-73.

v Herndndez-Vaquero D, Delgado-Sevillano R, Rodriguez de la Flor Garcia M. Groin
pain after metal-on-metal hip resurfacing prosthesis. SAGE Open Medical Case

Reports. January-December 2014 2: 2050313X14545278.

H.1.2. Comunicaciones SEIQ (Sociedad Espafiola de Investigaciones Quirtrgicas)

2013:

v Relationship between the levels of metals in blood and urine with the findings in hair
samples of patients who have undergone hip resurfacing Arthroplasty. Hernandez

Vaquero D., Rodriguez de la Flor Garcia M, Sariego Muiiiz C.

v Microstructural analysis of metal-on-metal hip resurfacing Arthroplasty. Hernandez

Vaquero D, Rodriguez de la Flor Garcia M, A Martinez Nistal A.

H.1.3. Comunicaciones SECOT (Sociedad Espafiola de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia) 2013 (Resolucion de premios a Proyectos de Investigacion 2011):

v’ Presencia de iones metdlicos en cabello de pacientes con artroplastias de cadera
metal-metal. Validacion de la técnica y estudio comparativo con la medicion en

sangre y orina. Autor principal: Herndandez Vaquero D, Hospital San Agustin
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(Asturias). Cols.: Cervero Sudrez J, Hospital San Agustin (Asturias); Rodriguez de la

Flor Garcia M, Hospital San Agustin (Asturias).

H.1.4. Comunicacion INVESCOT (Asociacion Espaiiola de Investigacion en Cirugia

Ortopédica y Traumatologia) 2014:

v’ Utilidad del andlisis del cabello en la intoxicacion por metales en las artroplastias de
cadera metal-metal. Hernandez Vaquero D, Rodriguez De La Flor Garcia M, Lépez

Garcia JM, Fernandez Carreira J M, Hospital San Agustin, Avilés

H.1.5. Posters EFORT (European Federation of National Associations of Orthopaedics
and Traumatology) 2014:
v Molybdenum Monitoring In Patients With Metal on Metal Hip Prosthesis. Hernandez

Vaquero D, Rodriguez De La Flor Garcia M, Lopez Garcia JM,Fernandez Carreira J M.

v’ Relationship Between Angle Of Acetabular Anteversion, Metallic lon Elevation In
Several Biological Matrices And Subsequent Metal-on-Metal Hip Prosthesis Failure.
Hernandez Vaquero D, Rodriguez De La Flor Garcia M, Sariego Muiiz C, Fernandez

Carreira JM.

H.1.6. Posters Congreso EAHP (European Association of Hospital Pharmacists) 2014:

v Monitoring of adverse reactions to dePuy ASR® devices in patients with metal-on-
metal hip arthroplasty Rodriguez de La Flor Garcia M, Ramos Aparicio R, Puente
Martinez CP , Hernandez Vaquero D; Hospital San Agustin, Pharmacy/ Orthopaedic
Surgery, Aviles, Spain; 10.1136/ejhpharm-2013-000436.492

v' Metal hair analysis, a cost-effective monitoring technique to asses high ion level
exposure in patients with metal on metal prosthesis. Rodriguez de La Flor Garcia M,
Ramos Aparicio R, Puente Martinez CP., Hernandez Vaquero D; Hospital San
Agustin, Pharmacy/ Orthopaedic Surgery, Avilés, Spain 10.1136/ejhpharm-2013-
000436.493.
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H.1.7. Posters Congreso EFORT (European Federation of National Associations of

Orthopaedics and Traumatology) 2015:

v’ Decrease In The Non Protocol Analysis Of Metals After Revision Surgery In Metal On
Metal Hip Replacement. Herndndez Vaquero D, Rodriguez De La Flor Garcia M.,

Fernandez Carreira J. M., Puente Martinez, C. P., Pérez Coto I.

v Metal Levels In Serum And Urine In Metal On Metal Resurfacing Hip Arthroplasty.
Monitoring of 4 To 7 Years. Herndandez-Vaquero D, Rodriguez De La Flor M,

Fernandez Carreira JM, Puente Martinez C P, Iglesias Fernandez S, Cuervo Olay MC.
v Non-Protocol Analysis Of Metals In Biological Samples Of Patients With Metal On

Metal Hip Replacement. Hernandez Vaquero D, Rodriguez De La Flor Garcia M,

Ferndndez Carreira JM, Puente Martinez CP, Ferndndez Lombardia J.
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Metal Presence in Hair after Metal-on-Metal Resurfacing Arthroplasty
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ABSTRACT: The elevation of metal levels in serum and urine during post-operative follow-up is a frequent find following the
implantation of certain models of metal-on-metal hip prostheses. Among 45 patients with the same resurfacing prostheses, chromium
(Cr) and cobalt (Co) levels in serum and urine were determined at 3, 4, 5, and 6 years after surgery. In the same period, levels of Cr, Co
and molibdene (Mo) in scalp hair were also measured. Mean Cr and Co levels in serum were 8.29 pg/L (SD 17.97) and 8.38 pg/L (SD
21.97), respectively, whereas in urine levels were 16.20 pg/L (SD SD 32.55) and 75.40 pg/L (SD 190.86), respectively. In hair, mean Cr
level were 163.27 pg/g (SD 300.62), mean Co level 61.98 pg/g (SD 126.48), and Mo 31.36 pg/g (SD 37.86). A high concordance was
observed between chromium-urine and chromium-serum and between cobalt-urine and cobalt-hair. A moderate concordance was
present between cobalt-urine and cobalt-serum, and between cobalt-hair and cobalt-serum. Eleven patients required revision surgery,
five of them due to metallosis and periarticular cyst. At 1 year after reintervention, analytics were performed again and the following
decrease rates were found: 42.8% in Cr levels, 51.1% in Mo levels, and 90.3% in Co levels. © 2013 Orthopaedic Research Society.

Published by Wiley Periodicals, Inc. J Orthop Res

Keywords: hip; resurfacing arthroplasty; metal levels; metallosis; hair

The biggest long-term complication of hip arthroplas-
ties is component wear, followed by the manifestation
of acetabular and femoral osteolysis and the eventual
failure due to component loosening. The search for
solutions to this issue, more worrisome in young
patients, has lead to the introduction of new ceramic
materials and metal alloys. Recently, it has been found
that some metal-on-metal (m-o-m) friction arthroplas-
ties may produce a variety of clinical alterations
derived from the presence of metal ions, especially
chromium and cobalt, in blood and urine.! Although
no fetal nor carcinogenic complications have been
described,? increased levels of these metals may lead
to renal and hepatic alterations, as well as local
lesions known as ALVALSs (aseptic lymphocyte-domi-
nant vasculitis-associated lesions).>® On the other
hand, increased levels of molybdenum may exert
negative effects on fertility. This becomes particularly
important when we take into account that the popula-
tion group most likely to carry this type of hip
prosthesis comprises young patients, and therefore,
reproductive implications must be considered.®

Different follow-up protocols have been published
which include guidelines about the normal values of
ions in blood and urine, maximum tolerable levels,’
and the convenience of monitoring.®? These analytical
assessments require special care when taking and
moving samples, and they are not routinely performed
in the laboratories of general hospitals. Furthermore,
such samples may become altered sometimes due to
the ingestion of food products, the effects of drugs, or
environmental factors.'%!?

Grant sponsor: Research Grant from the Spanish Society of
Orthopedic Surgery and Traumatology (SECOT).

Correspondence to: Daniel Herndndez-Vaquero (T: +34-985-123-
044; F: +34-985-123-044; E-mail: dhernandezv@meditex.es)

© 2013 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc.
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Hair features a remarkable potential as biomarker,
since it reflects the historical exposition to a variety of
substances, heavy metals included.*? The Environmen-
tal Protection Agency and the International Atomic
Energy Agency®'* have recommended the use of scalp
hair in order to monitor the levels of most trace
elements, since they are found in hair in greater
amounts than anywhere else in the body.'® This
assessment method avoids invasive measures and
patient discomfort; it is not dependent on occasional
situations and yields the true extent of the potential
intoxication these ions may produce. The values of the
normal population are known, and they range between
0.11-0.52 ppm or pg/g for chromium (Cr), 0.004-
0.14 ppm for cobalt (Co), and 0.01-0.028 ppm for
molybdenum (Mo).® Determining these levels could be
a good marker of metal intoxication in metal-on-metal
arthroplasties. So far, there are no studies about
whether the detection of metals in hair could be useful
for patients with metal-on-metal prostheses, either to
find hints of potential intoxication or to follow up an
intoxication already in progress nor about concordance
among serum, urine, and blood levels.

The aims of our study were to establish whether the
hair of patients with metal-on-metal prostheses shows
an unusually high concentration of metal ions (Cr, Co,
and Mo); to determine whether such values change
depending on the time since implantation; to find out
whether the variations of metal presence in serum and
urine are consistent with those in hair with the
passing of time, and to ascertain whether the values of
metal levels in hair decrease when removing the
metal-on-metal arthroplasty via revision surgery.

PATIENTS AND METHDOS

This is a comparative study of diagnostic and concordance
tests. Cr and Co levels in serum and urine, and Cr, Co, and
Mo levels in hair were monitored in 45 patients who had
metal-on-metal hip resurfacing arthroplasties using the
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DePuy ASR system (DePuy Orthopaedics, Inc., Warsaw, IN)
implanted in 2005-2009 in a hospital setting. This study was
approved by the Regional Ethics Committee (reference 037/
2011) and patients signed the approved consent forms for the
use of their blood, urine, scalp hair, and clinical data. The
initial series comprised 49 arthroplasties. The key inclusion
criterion was patients having received the same prosthesis
model, whereas exclusion criteria included bilateral implants
in one patient (because we suspected its measurements could
introduce confounding bias); and two patients that were lost
to follow-up.

Apart from the aforementioned analytical measurements,
and according to a previously set protocol, surgery data (date
and component size) were collected together with the symp-
toms at the moment of consultation (Oxford Hip Score,
WOMAC questionnaire, and analog visual scale), a simple
two-view (antero-posterior and axial) radiographic examina-
tion and a pelvic metal artifact reduction sequence magnetic
resonance (MRI) whenever ion levels were increased and/or a
clinical alteration during evolution was present. All the studies
were performed with a 1.57T equipment (Achieva, Philips
Medical Systems, Best, The Netherlands) using a 4-channel
on-body antenna. The study protocol included T1-, T2-, and
STIR-weighted coronal and transverse images, with a 4-mm
slice thickness. A metallic artifact reduction software was
used.

The mean age for the group was 57 £ 9 (35-76) years,
and the average body mass index was 29.42 + 5.37 (19.58—
43.38). Of the 45 patients, 2 were women and 43 men. When
the study was performed, an average period of 52 (29-85)
months after arthroplasty implantation had passed. During
the follow-up period, revision surgery was performed to
remove the ASR in 11 cases: two due to femoral neck
fracture, one due to a relapsing luxation, five due to elevated
metal levels and presence of periarticular cyst found by
MRI, and three due to pain of uncertain nature. These
patients were reimplanted with a conventional metal-on-
polyethylene friction model, and subsequently excluded
from the study. An assessment of metal ion levels in serum,
urine, and hair was performed 12 months after this second
intervention.

In order to collect the blood samples, special tubes were
employed. The extraction was performed in a white room.
The puncture site was cleaned with ethanol and the sample
was collected in tubes with no anti-coagulant. Serum was
obtained by centrifugation and then transferred to polyethyl-
ene tubes. In the case of urine, special sterilized bottles were
provided to the patients along with precise written and oral
instructions, with a special emphasis on the precautions
required to avoid sample contamination. Samples were trans-
ported in refrigerated chambers and preserved in refriger-
ators at 4°C until analysis.

Hair collection was performed at <4 cm from the skin at
the right side of the patient’s head, obtaining at least 0.5 g of
sample following the recommendations set forth in several
validated studies.'® The samples were then sent to the
laboratory in polyethylene bags identified with a random
number scheme. A total of 756 assessments of blood, urine,
and hair samples were performed for this study.

Hair Sample Preparation and Quantification

During the pretreatment stage, the hair samples were
reconditioned with an ultrasonic bath to remove any traces
adhered to their surface which may alter the results. Then,
samples were put in a heater for 12 h at 50°C. Dried samples
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were stored at room temperature until analysis. In order to
perform the full analysis of chromium, cobalt, and molybde-
num levels in the hair samples, they were diluted; after-
wards, an acid digestion in a microwave oven was carried
out. Samples were then stored at —20°C until analysis. This
analysis was performed with an inductively coupled plasma-
mass spectrometry (ICP-MS) technique.

Metal quantification was performed with a high-resolu-
tion and double-focus Element mass spectrometer (Thermo
Fisher, Inc., Waltham, MA) equipped with a Meinhard-type
concentric nebulizer, a Scott, double-step, non-refrigerated
nebulization chamber, and a Fassel-type torch with a 1-mm
inner diameter injector tube. The two interface cones (the
sampler and the skimmer) were made of nickel. At the time
of executing the analysis, the ICP-MS features three differ-
ent resolution presets to choose from. The equipment was
located in the Scientific and Technical Services premises at
our University. They are designed to support researchers,
research teams, and groups of the institution, as well as
other public and private companies.

Statistical Analysis

Concentrations were descriptively analyzed by studying
means, typical deviation, medians, minimum and maximum
values, and 95% confidence intervals. The Pearson’s coeffi-
cient of variation was calculated as the quotient typical
deviation/mean. Comparisons between metals according to
years of follow-up were analyzed with Kruskal-Wallis non-
parametric test. Variations of metal concentrations in blood,
urine, and hair between the pre-operative and post-operative
periods were studied by pair-wise ranking using Wilcoxon’s
non-parametric test. To measure concordance, Cronbach’s
alpha was employed to find the intraclass correlation.
Statistical significance was defined as p < 0.05. The SPSS
for Windows v20 statistical package (SPSS Inc., Chicago, IL)
was used to perform the statistical analyses.

RESULTS

We have observed an increase of mean levels of metals
in serum, urine, and hair. Both Cr and Co levels in
serum and urine were much higher than those consid-
ered normal. In hair, Cr, Co, and Mo also presented
very high percentage levels (Table 1). Cobalt assess-
ments in serum presented great disparity, whereas in
hair the coefficient of variation was lower for the three
metals examined.

No significant differences were found in metal
concentrations according to follow-up time (Kruskal-
Wallis test); however, as show in Figure 1, Cr levels in
blood, Cr levels in urine, and Co levels in blood
decrease slightly at 5 years only to increase again at
6 years. Co levels in urine show a more remarkable
reduction in year 5 and drastically increases in the 6th
year. In hair (Fig. 2), both Cr and Co increase at
4 years, decrease at 5, and increase again at 6. On the
other hand, Mo decreases progressively after the 4th
year.

A high concordance was observed (Cronbach’s
alpha intraclass correlation) between chromium-urine
and chromium-serum, and between cobalt-urine and
cobalt-hair; a moderate concordance was present
between cobalt-urine and cobalt-serum, and between
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Table 1. Series Results
Mean (95% CI)
Coefficient of
Mean Lower Limit Upper Limit Median SD Variation Min. Max.
Cr serum* 8.29 2.69 13.89 2.25 17.97 2.17 0.50 101.00
Co serum’ 8.38 1.54 15.23 0.70 21.97 2.62 0.50 111.00
Cr urine’ 16.20 6.06 26.35 4.75 32.55 2.01 1.00 163.70
Co urine’ 75.40 15.93 134.87 4.70 190.86 2.53 1.30 810.20
Cr hair** 163.27 64.46 262.08 70.90 300.62 1.84 10.20 1616.30
Co hair** 61.98 17.85 106.11 8.20 126.48 2.04 0.30 618.80
Mo hair** 31.36 18.36 44.37 20.70 37.86 1.21 0.10 222.10
“ppb (ng/L).
“ppm (ng/g).
cobalt-hair and cobalt-serum. Finally, no concordances DISCUSSION

were found either between chromium-serum and chro-
mium-hair, or between chromium-urine and chromi-
um-hair (Table 2).

In order to find out whether metal levels in hair
changed when the implant was removed we specifical-
ly focused on studying the group of 11 patients who
had been through revision surgery, comparing the
metal levels before and after the procedure (Table 3).
We found out significant differences in chromium and
molybdenum levels in hair, and a trend towards
signification in the case of cobalt levels. Studying the
five patients who required revision surgery due to
metallosis, a wide difference was discovered between
measurements before and after surgery in serum,
urine, and hair (Fig. 3). In the case of hair, the
decrease rates were as follows: 43.8% in Cr levels,
51.1% in Mo levels, and 90.3% in Co levels (Fig. 4).

2004 — - Co serum
[o00s Cs urine
— Co urine
1504

504
o
T T T T
3 4 5 L]
Years
Figure 1. Metal levels in serum and urine during the 3-6

years follow-up period.
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Human beings are exposed to metals such as chromi-
um and cobalt because of external influences (e.g.,
diet, environmental pollution, and occupational expo-
sure in the steel industry) or internal sources, as is
the case of people carrying surgical devices made with
those materials. The peculiarities of exposure to these
surgical devices are less well-known than exposure to
external sources, and there are differences to be taken
into account, since absorption barriers such as the
skin or mucous membranes are not involved.

The release of metal ions from metal-on-metal hip
prostheses, especially in resurfacing models, is one of
the more studied and better understood cases, even
more so since local tissular reactions were detected.!”
Studying the consequences of this ion release becomes
more relevant when taking into account that metal-on-
metal prostheses were used in one-third of all hip

o C it
e++ Co hair
[*= * Mo hair

Years

Figure 2. Metal levels in hair during the 3-6 years follow-up
period.
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Table 2. Concordances Among Blood, Urine, and Hair
Assessments

Cr Urine Co Urine Cr Hair Co Hair
Cr serum 0.833 0.013
Co serum 0.356 0.437
Cr urine 0.012
Co urine 0.734

surgery interventions performed in the United States
in 2009, and that in this country there are >500,000
people with such prostheses, most of which were
implanted between 2003 and 2010.° Since 1996, more
than a million of metal-on-metal bearings have been
implanted worldwide.

Although no teratogenic or carcinogenic effects have
been proven to be related to internal sources, in the
case of intoxication from external sources different
effects on reproduction and kidney and heart functions
are well-known. In patients with metal-on-metal
arthroplasties, alterations in the bone marrow, spleen,
and liver have been described, although the carcino-
genic effect of increased ion levels released from
metal-on-metal prostheses should not be eluded. Nev-
ertheless, when compared to other types of implants,
there are no evidences that metal-on-metal surfaces
are associated with a higher risk of cancer diagnosis
during the first 7 years after surgery.'®

Because of these effects, most notably due to the
possibility of unknown complications appearing in the
mid- and long-term, a periodic follow-up has been
recommended for all patients bearing a metal-on-metal
arthroplasty,’®? especially resurfacing models. The
ASR resurfacing arthroplasty model has shown a high
failure rate in the mid-term?"?2 this led both inter-
national agencies®® and the manufacturer itself to
instruct the withdrawal of said product from clinical
practice in 2010. It is recommended that patients
with this implant are routinely monitored by clinical,
analytical, and radiographic assessments, as well as
other diagnostic tests such as MRI and CT.?*%8

Table 3. Results After Implant Removal (n = 11)

Depending on clinical evolution, the presence of
pseudo-cysts, and the increase of metal levels in blood
and urine,?” replacement surgery of the arthroplasty
including implant removal, pseudo-cyst resection, and
the implantation of a conventional arthroplasty is the
recommended procedure to follow.

Although no consensus is found in the literature, it
is accepted that in the case of patients with these
implants, Cr and Co serum levels should not exceed 7
and 5 ppb, respectively.”?®?7 If cobalt levels are
higher than 20 ppb, immediate surgery due to risk of
systemic intoxication should be considered. In our
series, Cr and Co levels in serum and urine were
higher than in the general population, and the range
of variability was rather surprising.

Although differences in serum and urine levels
were found throughout the length of the study, they
were not significant, possibly due to the small sample
size. It is alarming that levels remain so high even at
6 years after implantation. The main aim of our study
was to determine whether the presence of metal ions
in the hair of patients with metal-on-metal hip pros-
theses was higher than in the general population, and
if time-dependent changes of metal levels in urine and
serum agreed with the values found in hair. After an
exhaustive literature search, we only found a single
published paper relating metal presence in hair with
this type of joint implants.?® In that study, concor-
dance with serum and urine results was not assessed,
nor were measurements before and after revision
surgery compared. Furthermore, we intended to detect
not just the ions of the metals of which the arthro-
plasty alloys are composed, but also those of other
metals which might be present, such as molybdenum.
Animals continuously exposed to this metal exhibited
fat degeneration in the liver and kidneys, as well as
alterations of group B vitamin levels.?®

There are several techniques available for the
analysis of trace metals in hair.?**! We used ICP-MS9
in our study, because it is a cutting edge, qualitative
and quantitative high-resolution technique. Besides,
it has been widely validated and it is more cost-
effective than the more recent synchrotron radiation

Before Revision Surgery

After Revision Surgery

Assessment Mean SD Range Mean SD Range p-Value**
Cr Serum’* 23.08 34.86 0.6-101.00 12.57 14.04 1.90-41.40 0.866
Urine* 42.83 57.54 3.90-163.70 13.03 13.27 0.6-30.5 0.018
Hair** 185.32 226.56 18.70-683.70 102.56 132.11 13.00-396.00 0.028
Co Serum’* 25.81 40.55 0.50-110.00 13.11 29.27 0.50-79.40 0.753
Urine* 205.62 310.65 1.40-810.20 44.31 94.90 0.60-259.00 0.063
Hair** 147.40 233.26 3.70-618.80 47.11 74.20 0.30-205.80 0.249
Mo Hair** 39.31 25.18 13.90-74.50 18.45 10.85 5.80-35.80 0.043
“ppb (pg/L).
“*ppm (pg/g).

***Wilcoxon’s test.
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Figure 4. Metal levels decrease in metallosis cases.

technology. Several studies®® have proven that metal
level concentrations above 10-50% accumulate in hair.
Assessing these concentrations allows analyzing not
only ion release, which fluctuates with time, but also
the exposure history of the patient. Hair is a slow
growing tissue, and thus it will not show rapid
fluctuations of metal levels, but in order to assess the
health status it is more useful to know the tissular
metal charge than the amount being transported at a
given time. Normal metal amounts in the hair of non-
exposed populations are known (with a small degree of
variability due to the use of different measurement
equipment).**3% Cr levels in hair range between
0.46" and 1.16%7; Co levels, between 0.06*® and 1.67°%;
and Mo, between 0.12'° and 0.55.*' As shown in
Table 4, values were much higher in our series, and

Table 4. Amounts of Metal in Hair (ppm)

METAL PRESENCE IN HAIR AFTER METAL-ON-METAL 5

this can only be a consequence of the internal contami-
nation these prosthetic models are causing.

After studying the concordance between serum,
urine, and hair values, we found a high level of
concordance between chromium-urine and chromium-
blood, and cobalt-urine and cobalt-hair. A moderate
level of concordance was present between cobalt-urine
and cobalt-blood, and cobalt-hair and cobalt-blood.
Since there are no similar studies in the literature, we
have not been able to compare these results nor
properly reason the differences among the measure-
ments.

In studies performed on the ASR hip resurfacing
model, failure rate is 5.6%>' at 4 years and 10%*2 or
12%° at 5 years. In our series, these percentages were
higher. Eleven patients required revision surgery, and
in 5 of them the cause was a high level of metals in
urine and blood with presence of periarticular cysts
in the treated hip. The last aim of our study was to
ascertain whether metal levels in serum, urine, and
hair decreased when the metal-on-metal arthroplasty
was removed. We observed that the amount of ions in
serum and urine decreased once the prosthesis was
removed. These decreases agree with those observed
in metal in hair in cases of revision surgery due to
metallosis: Cr levels showed a reduction of >40%; Mo
levels, of 50%; and Co, of 90%. These data confirm one
of our aims, which was to relate the variations of
metal values in serum and urine with those found in
hair after the removal of an m-o-m arthroplasty.
However, we observed that although these values
experience a dramatic decrease after revision surgery,
they do not settle within normal levels at 1 year after
this second intervention. This might be due to the
effect of metal deposits, which will presumably de-
crease with time, or to the fact that the new metal-on-
polyethylene implants also increase circulating metal
levels.

Hair analysis does not require specialized technical
staff in order to collect the samples, which may be
provided by the patients themselves, thus avoiding the
cost of specialized medical staff and materials. It is not
necessary to maintain the cold-chain for hair, and it
can be stored at room temperature for a long time
while keeping its composition intact. Assessment of
the metal levels in hair is a low-cost technique which
in addition saves indirect costs, since the patient
would not have to visit the health center during
working hours, an unavoidable requisite for blood
extraction and urine sample collection. Furthermore,

Goullée Davies Elenge Miekeley Ray Present

et al.* Nowak?® et al.?” Batzevich® et al.”® et al.*® et al.* Study
Co-mean 0.42 0.06 1.67 61.97
Cr-mean 0.46 0.59 0.62 1.16 163.27
Mo-mean 0.12 0.43 0.55 31.36
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healthcare staff avoids being exposed to biological
fluids which may act as infection carriers. In addition,
a faulty collection or transportation of blood samples
may alter the results. Urine analyses are cumbersome
for the patient, since the urine from 24 h is needed;
that implies a series of inconveniences which add
uncertainty as to the proper collection of the sample,
since no technical staff is present. Both blood and
urine collection require specialized material for trans-
portation and conservation of the samples, as well as
maintaining the cold-chain at all times.

The limitations of our study include the absence of
a control group. We have accepted the values of metal
levels in hair in the general population described in
the literature, and we have demonstrated the great
difference between the published values and those
obtained in our study. We ignore whether in other
models of arthroplasty with different types of friction,
such as metal-on-polyethylene, metal levels in hair are
also increased; in any case, the absence of such
information does not invalidate our results. Our series
comprised too few patients, and the follow-up time was
limited. Due to the high variability of metal levels
found in our study, we ignore whether a larger sample
size would have yielded different results. Because of
the scarce number of patients who underwent revision
surgery for metallosis, the decrease of metal levels in
hair did not yield statistically significant differences;
however, the extraordinarily wide differences between
measurements before and after implant removal con-
firms metal levels in hair do change when an m-o-m
arthroplasty is implanted and later on extracted. As a
final limitation, we must state we have not related
metal levels in hair with general or local alterations in
the mid- and long-term; this can only be achieved with
time.

The results of our study show that hair is a good
biologic marker for the monitoring and study of the
toxicokinetic behavior of metals released from metal-
on-metal hip prostheses, and as such it may have
immediate clinical applications for mid- and long-term
clinical follow-up. Hair allows for the detection of high
levels of metal elements using a bloodless sample
collection procedure and yields higher concentrations.
This simple assessment may be useful for the screen-
ing of intoxication by metals from hip prostheses in
large populations, which then could be monitored
through serum and urine assessments. Our findings
regarding both the high metal levels in the hair of
patients with arthroplasties as well as the correlation
between metal levels in blood and in hair should be
confirmed with future longer-term studies featuring
larger series.
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PALABRAS CLAVE Resumen

Artroplastias de Objetivo: Tras el implante de algunos modelos de protesis de cadera metal-metal se produce
superficie de cadera; una elevacion de los niveles de metales en suero y orina. Recientemente se ha demostrado que
Protesis metal-metal; hay concordancia entre estas cifras y los niveles encontrados en el cabello. Nuestro objetivo
Metales en cabello ha sido estudiar la presencia de metales en cabello y conocer si ello se modifica con el paso del

tiempo o con la extraccion del implante.

Material y método: En 45 pacientes con una artroplastia de superficie se ha realizado una deter-
minacion de los niveles de cromo, cobalto y molibdeno en cabello a los 3, 4, 5y 6 anos desde
el implante. La edad media fue de 57,5 anos, 2 eran mujeres. En 11 pacientes, en 5 de ellos
por metalosis y quiste periarticular, fue necesaria una reintervencion para extraccion de la
artroplastia e implante de un nuevo modelo con friccion metal-polietileno.

Resultados: Las cifras medias de metales en cabello fueron cromo 163,27 ppm, cobalto
61,98 ppm y molibdeno 31,36 ppm, muy por encima de los niveles referidos en la poblacion
general. En los pacientes reintervenidos para extraccion de la artroplastia se observo al ano de
la intervencion una disminucion del 43,8% en los niveles de cromo, del 51,1% en molibdeno y
del 90,3% en cobalto.

Conclusiones: En las artroplastias de cadera con friccion metal-metal se aprecia una alta con-
centracion de metales en el cabello, que disminuye cuando dicho implante es extraido. La
determinacion de iones en cabello puede ser un buen marcador de la intoxicacion por metales
que sucede en estos modelos artroplasticos.

© 2014 SECOT. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
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Detection of metal ions in hair after metal-metal hip arthroplasty

Abstract

Objective: There is an increase in the levels of metals in the serum and urine after the implan-
tation of some models of metal-metal hip prosthesis. It has recently been demonstrated that
there is an association between these levels and the levels found in hair. The aim of this study
is to determine the presence of metals in hair, and to find out whether these change over time
or with the removal of the implant.

Material and method: The levels of chromium, cobalt and molybdenum were determined in
the hair of 45 patients at 3, 4, 5, and 6 years after a hip surface replacement. The mean age
was 57.5 years, and two were female. Further surgery was required to remove the replacement
and implant a new model with metal-polyethylene friction in 11 patients, 5 of them due to
metallosis and a periarticular cyst.

Results: The mean levels of metals in hair were chromium 163.27 ppm, cobalt 61.98 ppm,
and molybdenum 31.36 ppm, much higher than the levels found in the general population.
A decrease in the levels of chromium (43.8%), molybdenum (51.1%), and cobalt (91.1%) was
observed at one year in the patients who had further surgery to remove the prosthesis.
Conclusions: High concentrations of metals in the hair are observed in hip replacements with
metal-metal friction, which decrease when that implant is removed. The determination of metal
ions in hair could be a good marker of the metal poisoning that occurs in these arthroplasty

models.

© 2014 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La mayor complicacion a largo plazo de las artroplastias
de cadera es el desgaste de los componentes y la secun-
daria aparicion de osteodlisis, y el definitivo fracaso por
movilizacion de los componentes. En la blisqueda de solu-
ciones a este problema, mas preocupante en pacientes
jovenes, se han introducido en los Gltimos anos nuevos
polietilenos, se han incorporado nuevos disenos y ha resur-
gido el par de friccion metal-metal (M-M). Se sabe que
algunos modelos de artroplastias M-M pueden producir dife-
rentes alteraciones clinicas derivadas de la presencia de
iones metalicos en sangre y orina, sobre todo cromo (Cr)
y cobalto (Co). Aunque no se conocen hasta la fecha com-
plicaciones cancerigenas ni fetales, los elevados niveles
de estos metales pueden producir alteraciones renales y
hepaticas asi como lesiones locales en forma de quistes
o seudotumores denominadas ALVAL (del inglés, aseptic
lymphocyte-dominant vasculitis-associated lesion)'?. Ade-
mas del Cr y el Co, hay otros metales como el molibdeno
(Mo) involucrados en la manufactura de estos modelos. Sin
embargo, llama la atencion el escaso interés que la eleva-
cion de este metal ha supuesto en la copiosa literatura sobre
estos modelos. Los niveles elevados de Mo pueden originar
efectos negativos sobre la fertilidad; ello es importante si
tenemos en cuenta que el grupo de poblacion susceptible
de portar una protesis de cadera de este tipo engloba a
pacientes jovenes, y por tanto, con implicaciones a nivel
reproductivo’.

Se han publicado diferentes protocolos de seguimiento
con orientaciones sobre las cifras normales de iones en san-
grey orina, sobre los niveles maximos admisibles* y sobre la
conveniencia de una necesaria monitorizacion. Estas deter-
minaciones analiticas necesitan unos cuidados especiales
en la recogida y en el traslado de las muestras, y no son
realizadas de manera rutinaria en los laboratorios de los

hospitales generales. Ademas pueden estar alteradas oca-
sionalmente por la ingesta de productos alimenticios, por el
aporte de medicamentos o por situaciones ambientales.

El cabello presenta un potencial destacable como
biomarcador ya que refleja la exposicion historica a diver-
sas sustancias, entre las que se encuentran los metales
pesados®. Su determinacion evita medidas invasivas y moles-
tias al paciente, es independiente de situaciones ocasionales
y muestra verdaderamente la situacion de la intoxicacion
que pueden producir estos iones. Se conocen los niveles en
la poblacion normal que oscilan para Cr entre 0,11-0,52 ppm;
Co 0,004-0,14ppm; y Mo 0,01-0,028 ppm®, por lo que su
determinacion puede ser un buen indicador de la intoxica-
cion por metales en las artroplastias metal-metal con altos
niveles de concordancia’. Los objetivos de nuestro estudio
han sido:

1. Conocer si en el cabello de pacientes con protesis de
cadera M-M existe una presencia exagerada de metales.

2. Conocer si estas cifras se modifican dependiendo del
periodo de tiempo transcurrido desde el implante.

3. Conocer si las cifras de metales en cabello disminuyen
al retirar la artroplastia M-M, mediante una cirugia de
revision.

Material y método

Este trabajo forma parte de un estudio comparativo de
pruebas diagnosticas y de concordancia en el que se rea-
liz6 la monitorizacion de niveles de Cr y Co en suero y
orina y de Cr, Co y Mo en cabello de 45 pacientes porta-
dores de protesis metal-metal De Puy ASR™ hip resurfacing
(De Puy Orthopaedics Inc, Warsaw, IN, EE. UU.). Las artro-
plastias fueron implantadas durante los afos 2006 a 2009.
El estudio fue aprobado por el Comité Regional de Etica
(referencia numero 037/2011) y los pacientes firmaron un

Como citar este articulo: Hernandez-Vaquero D, et al. Deteccion de iones metalicos en cabello tras artroplastia de cadera
metal-metal. Rev Esp Cir Ortop Traumatol. 2014. http://dx.doi.org/10.1016/j.recot.2014.01.008
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consentimiento informado para el uso de su sangre, orina y
cabello, y de los datos clinicos y de imagen. La serie inicial
constaba de 49 artroplastias, pero en un caso se trataba de
un implante bilateral por lo que se elimino al sospechar que
las determinaciones podian introducir un sesgo de confusion;
otras 2 artroplastias se perdieron en el seguimiento.

La edad media del grupo fue 57,5+9,05 (35-76) afos y
el indice medio de masa corporal de 29,42 +5,37 (19,48-
43,58). Dos eran mujeres y 43 hombres. Cuando se realizo el
estudio habia transcurrido un tiempo medio de 51,8 meses
desde el implante de la artroplastia (rango 29-85 meses).
Durante el periodo de seguimiento se realizé cirugia de revi-
sion para extraer la artroplastia de superficie en 11 casos, en
2 debido a fracturas del cuello del fémur, uno por luxacion
recidivante, 5 por niveles metalicos elevados y presencia de
quiste periarticular confirmada mediante resonancia mag-
nética, y 3 por dolor local de causa inexplicable. En estos
pacientes se implantd un modelo convencional con friccion
metal-polietileno y salieron del estudio. No obstante, a los
12 meses de esta segunda intervencion se llevo a cabo una
determinacion de iones en cabello.

La toma de cabello se realizé a menos de 4cm de dis-
tancia de la piel en la zona lateral derecha de la cabeza
del paciente, consiguiendo como minimo 0,5g de mues-
tra, siguiendo las recomendaciones establecidas en diversos
estudios validados. Las muestras se enviaron al laboratorio
en bolsas de polietileno identificadas mediante una nume-
racion aleatoria.

Se siguieron varias fases para el analisis del cabello.
En la etapa de pretratamiento se acondicion6 la muestra
mediante un proceso de lavado en bafo de ultrasonidos para
eliminar las trazas adheridas a la superficie que pudieran
alterar los resultados Tras este proceso se introdujo durante
12h en estufa a 50°C. Las muestras secas se almacenaron
a temperatura ambiente hasta el momento de su analisis.
Las muestras se almacenaron a —20°C hasta el momento de
su analisis, que se realizd con una técnica por plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-MS).

La cuantificacion de los metales se llevé a cabo mediante
un espectrometro de masas. Se utilizo el modelo Element
(Thermo Fisher, Inc, Waltham, MA, EE. UU.) de alta reso-
lucion. Esta equipado con un nebulizador concéntrico tipo
Meinhard, una camara de nebulizacion de doble paso
tipo Scott no refrigerada, una antorcha tipo Fassel con un
tubo inyector de 1mm de diametro interno y en el que
los 2 conos de la interfase, el de extraccion («samplers) y
el de muestreo («skimmers) son de niguel. Presenta 3 nive-
les de resolucion diferentes, predefinidos y seleccionables
en el momento de ejecutar el estudio.

Para el analisis de los datos se utilizo el paguete esta-
distico SPSS para Windows versién 20 (SPSS Inc, Chicago,
Illinois, EE. UU.). Las comparaciones de metales segin los
anos de seguimiento se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. La significacion para diferen-
cias estadisticas fue definida como p<0,05.

Resultados

Las determinaciones de Cr, Co y Mo en cabello alcanzaron
en nuestra serie niveles muy elevados (tabla 1).No se detec-
taron diferencias significativas en las concentraciones de

metales segln el tiempo de seguimiento en afos (prueba
de Kruskal-Wallis). El Cr y el Co aumentaron a los 4 anos,
disminuyeron a los 5 y se elevaron de nuevo a los 6; sin
embargo, el Mo a partir de los 4 afos descendio progresiva-
mente (fig. 1).

Para conocer si los niveles de estos iones en cabello
se modificaban al retirar el implante estudiamos espe-
cificamente el grupo de 11 pacientes que habian sido
reintervenidos, comparando las cifras de metales antes y
después de la cirugia de revision (tabla 2). Apreciamos dife-
rencias significativas en la disminucion de los niveles de Cr
y Mo y tendencia a la significacion en Co. Al estudiar exclu-
sivamente a los 5 pacientes que fueron reintervenidos por
metalosis se aprecio una amplia diferencia entre las deter-
minaciones antes y después de la cirugia de revision, que
supuso una disminucion del 43,8% en los niveles de Cr; del
51,1% en Mo; y del 90,3% en Co (fig. 2).

Discusion

La liberacion de iones metalicos desde las protesis de cadera
M-M, especialmente en los modelos de superficie, es una de
las exposiciones a metales mas y mejor estudiadas sobre
todo desde que se detectaron reacciones tisulares locales?.
La importancia del estudio acerca de las consecuencias de
esta liberacion se refuerza cuando se sabe que en un ter-
cio de las operaciones quirirgicas de cadera realizadas en
EE. UU. durante 2009 se emplearon protesis M-M y que
en ese pais existen mas de 500.000 pacientes portadores de
estos tipos de protesis, la mayoria implantadas entre 2003
y 2010. Desde 1996 se han implantado mas de un millon de
articulaciones de cadera M-M en el mundo.

Aunque en contaminaciones metalicas de procedencia
interna no se han demostrado hasta ahora efectos tera-
togenos o cancerigenos, en intoxicaciones desde fuentes
externas se conocen diferentes efectos sobre la reproduc-
cion, funcién renal o cardiaca. En pacientes portadores de
artroplastias con friccion M-M se han descrito alteraciones
en médula osea, bazo e higado. Los sistemas y organos que
mas frecuentemente pueden verse afectados a medio plazo
(10-20 afos) son el sistema hematopoyético, el urogenital y
la piel; a largo plazo (20-40 afos) los organos solidos pue-
den verse afectados® pero, en comparacioén con otro tipo
de implantes, no hay evidencia de que las superficies M-M
se encuentren asociadas con un riesgo incrementado en el
diagnastico de cancer en los 7 afios posteriores a la cirugia®.

Debido a estos efectos, y sobre todo a la posibilidad de
aparicion de complicaciones desconocidas a medio y largo
plazo, se ha recomendado un seguimiento periodico en los
pacientes que llevan implantada una artroplastia M-M'%"'2
y especialmente de los modelos de cadera de superficie.
El modelo ASR ha mostrado un elevado indice de fracasos
a medio plazo'’ y ha hecho que agencias internacionales'
y las recomendaciones de la propia compania ordenen su
retirada de la practica clinica desde el afio 2010.

El principal objetivo de nuestro estudio consistio en saber
si en estos modelos de protesis de cadera M-M la detec-
cion de metales en cabello ofrecia niveles mas elevados que
en la poblacion normal y si al retirar el implante esta cifra
disminuia.
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Tabla 1  Niveles de metales en cabello (en ppm)
Media Intervalo de confianza para la Mediana DE Coef. variacion Minimo Maximo
media al 95%
Limite inferior Limite superior
Cr 163,27 64,46 262,08 70,90 300,62 1,84 10,20 1.616,30
Co 61,98 17,85 106,11 8,20 126,48 2,04 0,30 618,80
Mo 31,36 18,36 44,37 20,70 37,86 1,21 0,10 222,10
275
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Figura 1  Niveles de metales en cabello (en ppm) en el seguimiento de 3 a 6 anos.
Tabla 2 Resultados comparativos tras la extraccion del implante (en ppm)
Antes de la cirugia de revision Después de la cirugia de revision p
Media DE Rango Media DE Rango
Cr en cabello 185,32 226,56 18,70-683,70 102,56 132,11 13,00-396,00 0,028
Co en cabello 147,40 233,26 3,70-618,80 47,11 74,20 0,30-205,80 0,249
Mo en cabello 39,31 25,18 13,90-74,50 18,45 10,85 5,80-35,80 0,043

* Wilcoxon test.

El estudio de metales en cabello se ha realizado para
conocer su relacién con el desarrollo de algunas enfermeda-
des como el parkinson, fibromialgia, autismo, esquizofrenia,
esclerosis miltiple, etc.'> .

Existen diversas técnicas para el analisis de metales traza
en cabello’"?? entre las que se encuentran la voltamperome-
tria de disolucion anodica, fluorescencia de rayos X, analisis
elemental de espectroscopia por dispersion de energia a tra-
vés de un detector de electrones acoplado a un microscopio
de barrido electronico, analisis por activacion neutronica,
reflectancia total atenuada infrarroja transformada de Fou-
rier, radiacion de sincrotron e ICP-MS. En nuestro estudio se
empleo ICP-MS por tratarse de una técnica cuali-cuantitativa

de ultima generacion que permite una alta resolucion, esta
ampliamente validada y resulta costo-efectiva frente a la
novedosa radiacion de sincrotron.

Diversos estudios”~2* han demostrado gue los niveles de
metales se acumulan a concentraciones superiores a un 10-
50% en el cabello y su determinacion permite analizar la
exposicion historica del paciente y no solo la liberacion de
iones gque es fluctuante a lo largo del tiempo. El pelo es un
tejido de crecimiento lento por lo que no reflejara fluctua-
ciones rapidas de los niveles de metales, pero para evaluar
el estado de salud es mas conveniente conocer la carga tisu-
lar de metales que la cantidad que esta siendo transportada
en un momento determinado. Se conocen las cantidades
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Figura 2  Niveles de metales (en ppm) antes y después de la cirugia de revision en los casos de metalosis.

Tabla 3 Cifras de metales en cabello (en ppm) para poblacion normal y en nuestra serie
Goullé Nowak 8 Davies Batzevich*® Elenge Miekeley Ray et al.** Serie actual
etal.? etal.”? etal.” etal.”?
Co-media 0,42 0,06 1,67 61,97
Cr-media 0.46 0,59 0,62 1,16 163,27
Mo-media 0,12 0,43 0,55 31,36

normales de metales en el cabello de poblaciones no expues-
tas con alguna pequena variabilidad debida al empleo de
distintos equipos para su determinacién?~*. Las cifras de
Cr en cabello oscilan entre 0,46 y 1,16 ppm; las de Co desde
0,06 hasta 1,67; y las de Mo, desde 0,12 hasta 0,55 ppm.
Como puede observarse (tabla 3), en nuestra serie las cifras
fueron mucho mas elevadasy ello solo puede derivarse de la
contaminacion interna que estos modelos protésicos estan
produciendo.

La exposicion continuada al Mo ha originado en anima-
les degeneracion grasa en higado y rinon y alteracion de
los niveles de vitaminas del grupo B*. El Mo es un cofac-
tor de diversas enzimas (xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
sulfito oxidasa) y su presencia es necesaria para el metabo-
lismo proteico, el metabolismo del azufre, la hidrdlisis de los
esteres fosfato, y el transporte y utilizacion del hierro. En
estudios con mamiferos se han observado diferentes efectos
toxicos derivados de una elevada presencia de este metal,
sobre todo pérdida de peso, diarrea, alopecia y anemia. Su
toxicidad a nivel reproductivo se conoce desde mediados
del siglo xx y en varios estudios se demuestra una afectacion
gonadal a nivel morfolégico y funcional (disminucion de la
concentracion del esperma, alteraciones morfologicas y de
motilidad) asi como embriotoxicidad de origen masculino.

EL Ultimo objetivo de nuestro estudio fue conocer si las
cifras de metales en cabello disminuian al retirar la artro-
plastia M-M. Hemos observado que estos niveles disminuian
al extraer la protesis en los casos de metalosis, disminucion
que llegd a mas del 40% en los niveles de Cr, del 50% en Mo
y del 90% en Co.

No obstante, hemos observado que las cifras disminuyen
vertiginosamente tras la cirugia de revision pero no se sitan
en niveles normales al aino de esta segunda intervencion.
Ello puede deberse al efecto de deposito de los metales
y que presumiblemente ira disminuyendo con el paso del
tiempo, 0 a que el nuevo implante colocado, de friccion
metal-polietileno, también eleva los niveles metalicos cir-
culantes.

La determinacion de metales en cabello tiene ventajas.
Su analisis no requiere personal técnico especifico para la
toma de la muestra, que puede facilitar el propio paciente,
evitando los costes de personal sanitario especializado y de
material especifico para su recogida. No necesita el man-
tenimiento de la cadena de frio y permite ser almacenado
a temperatura ambiente durante largo tiempo sin que cam-
bie su composicion. La determinacion de metales en cabello
es una técnica de bajo coste a la que se suma el ahorro
en costes indirectos puesto que el paciente no tendria que
desplazarse al centro en horario laboral lo que es ineludi-
ble para realizar la extraccion de sangre y la entrega de
orina. Asimismo, se evita la exposicion del personal sanita-
rio a fluidos bioloégicos que pudieran representar un medio
de transmision de infecciones. Por otra parte, una incorrecta
extraccion y transporte de la muestra sanguinea puede alte-
rar los resultados. Los analisis de orina son tediosos para
el paciente, ya que es necesaria la orina de 24h, lo que
implica una serie de incomodidades aportando incertidum-
bre sobre la correccion en la recogida de la muestra al
no estar presente personal técnico. Tanto para una como
para otra se requiere material especifico para el transporte
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y conservacion de las muestras y el mantenimiento de la
cadena de frio en todo momento.

Las limitaciones de nuestro estudio son, en primer lugar,
la ausencia de grupo control; hemos aceptado las cifras de
metales en cabello de la poblacién normal que se describen
en la bibliografia y hemos comprobado la gran diferencia
entre las cifras publicadas y las que hemos recogido en
nuestro trabajo. No conocemos si en otros modelos de artro-
plastias con otro tipo de friccion como metal-polietileno
los niveles de metales en cabello también se elevan, pero
esta ausencia no invalida los resultados que hemos obtenido.
Nuestra serie consta de pocos pacientes y con un limitado
tiempo de seguimiento. Debido al escaso nimero de pacien-
tes a los que se realizo cirugia de revision, la disminucion de
los niveles de metales en cabello no pudo ofrecer diferencias
estadisticas; no obstante, la diferencia tan extraordinaria-
mente amplia entre las determinaciones antes y después
de la extraccion del implante confirman que los niveles de
estos metales en el cabello se modifican con la colocacién
y posterior extraccion de una artroplastia M-M. Una dltima
limitacion de nuestro estudio es que falta relacionar los nive-
les metalicos en el pelo con alteraciones generales o locales
a medio y largo plazo, lo que solo podra establecerse con el
paso del tiempo.

Los resultados de nuestro estudio muestran que las cifras
de Cr, Co y Mo en cabello de pacientes con este tipo de
artroplastia son superiores a la poblacion normal y que
disminuyen al retirar el implante. Ello indica que esta
determinacion es un buen indicador biolégico para la moni-
torizacion y estudio del comportamiento toxicocinético de
los metales liberados en las protesis de cadera M-M. Esta
sencilla determinacién puede ser (til para el despistaje de
intoxicacion por metales procedentes de protesis articulares
en grandes poblaciones a las que posteriormente se puede
monitorizar mediante las determinaciones estandarizadas
en sueroy orina.

Nivel de evidencia

Nivel de evidencia n.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacion humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre la
publicacion de datos de pacientes y que todos los pacientes
incluidos en el estudio han recibido informacion suficiente
y han dado su consentimiento informado por escrito para
participar en dicho estudio.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
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pacientes.
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Groin pain after metal-on-metal hip
resurfacing prosthesis
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Abstract

Total hip replacement continues to be a widely successful operation, but persistent groin pain following a metal-on-metal hip
resurfacing remains a problem for some patients. The concern regarding the safety and efficacy of metal-on-metal total hip
replacements has been rising. We present the case of a 47-year-old man with groin pain after metal-on-metal hip resurfacing.
We observed high metal ion levels detected in blood analytical studies and a pseudotumor in magnetic resonance imaging.
Our patient was treated with a revision surgery. The progressive elevation of blood and urine metal levels in the presence of

periarticular cysts and/or groin pain is a complication of metal-on-metal hip arthroplasty and needs revision surgery.
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Introduction

Hip resurfacing with metal-metal friction seemed an attrac-
tive option in the young patient group due to its bone-con-
serving nature, with possible simple revision and the large
head contributing to greater stability. It was also conceptu-
ally sound as it dealt with arthritis as a disease of the joint
and not of the whole head and neck. We present a case report
of pseudotumor associated with metal-on-metal (M-M) hip
resurfacing.

Case report

A 47-year-old man with ankylosing spondylitis underwent
surgery 7years ago to implant an M-M hip resurfacing ASR™
(DePuy, Warsaw, IN, USA) in the right hip. The patient
attended the clinic complaining of progressive pain in the
right groin exacerbated by stair climbing, getting into or out
of bed and rising from seated position, but does not affect his
ability to walk. A plain radiograph showed the arthroplasty in
good position with no signs of failure (Figure 1). High levels
of metal ions appeared in blood analytical studies (56.7 ppb
chromium, 63.2 ppb cobalt) and urine (163.7 ppb chromium,
628.6ppb cobalt). A magnetic resonance imaging (MRI)
study was performed (Figure 2). The patient was revised to
remove the arthroplasty and reimplant a conventional metal-
on-polyethylene model. In this revision surgery, we found a

pseudotumor and profuse metallosis area with inflammatory
reaction and partial destruction of the femoral neck (Figure
3). After 3months, analytical studies showed 22.9ppb of
chromium and 2.9 ppb of cobalt in blood and 33 ppb of chro-
mium and 8.9ppb cobalt in urine. The patient is asympto-
matic after 2 years of revision surgery.

Discussion

With the introduction of resurfacing arthroplasty and the
increasing use of various M-M articulations, groin pain has
once more been reported as a complication.! M-M articula-
tion in total hip replacement (THR) has a higher prevalence
of groin pain. This is well known to orthopedic surgeons.
The aim of this case study is to report this event to other
physicians: rheumatologists, general practitioners or internal
medicine.

Bartelt et al.2 reported groin pain in 7% of metal-on-poly-
ethylene or ceramic-on-ceramic THRs, 15% of M-M and
18% of M-M resurfacings. The articular surface replacement
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Figure |. X-ray: the implant position is correct with no signs of
failure.

(ASR) prosthesis has recently been recalled for unacceptably
high revision rates. Langton et al.? reported that in a series of
660M-M hip resurfacings, 3.4% of ASR components
required revision. Metal hypersensitivity, synovitis due to
elevated metal ion levels or adverse local tissue reactions
(formerly aseptic lymphocytic vasculitis—associated lesions
(ALVAL)) should be considered in persistent groin pain and
no evidence of infection, loosening, fracture or iliopsoas ten-
donitis. Many articles have been published recently* on the
subject of pseudotumors surrounding M-M hip resurfacing
and replacement prostheses. These pseudotumors are sterile,
inflammatory lesions within the periprosthetic tissues and
have been variously termed masses, cysts, bursae, collec-
tions or ALVAL. The prevalence of pseudotumors in patients
with a well-functioning M-M hip prosthesis is not well
known. A periprosthetic cystic pseudotumor was diagnosed
commonly in 60% of patients with the use of metal artifact
reduction sequence MRI. The prevalence of pseudotumors
was similar in patients with a well-functioning hip prosthe-
sis, patients with a painful hip, patients with a well-posi-
tioned acetabular component, both men and women and
symptomatic and asymptomatic hips.

Although MRI is useful for surgical planning, the pres-
ence of a cystic pseudotumor may not necessarily indicate
the need for revision arthroplasty. Previous studies® suggest
that there are two kinds of lesions: fluid collections and sofi-
tissue masses; these lesions may be asymptomatic and are
associated with reactions to metal wear particles on histol-
ogy. Therefore, according to the current evidence base, a

lesion on MRI is not synonymous with the need for
intervention.

The US Food and Drug Administration (FDA)® recom-
mends orthopedic surgeons to consider performing special
imaging tests, joint aspiration and blood tests, including ion
levels on symptomatic patients with an M-M THR. Blood
tests include an erythrocyte sedimentation rate (ESR) and
C-reactive protein (CRP), which can be elevated with either
infection or adverse local tissue reaction. When the blood or
serum ion levels are <2 ppb, there is a low risk of this com-
plication. When the levels are >7 ppb, the risk is increased.
For other authors,” preoperative testing of serum ion levels
was not helpful in identifying patients with or without soft-
tissue damage related to a failed M-M THR. Both Co and Cr
levels had poor sensitivity and specificity for tissue damage
found at revision. Furthermore, some authors® found that the
arbitrary cutoff value of 7 ppb was not a predictor of tissue
damage. Any patient with even minimal symptoms in the
presence of M-M total hip arthroplasty should be counseled
with regard to management of symptoms.

Conclusion

We presented a patient with groin pain in an M-M hip
prosthesis with normal X-ray and without other symp-
toms. Neither the symptoms nor the presence of cysts in
MRI and high levels of Cr and Co in blood have enough
predictive value taken one by one. Only the confirmation
of a progressive elevation of metal levels in the presence
of periarticular cysts and/or groin pain would force a revi-
sion surgery.
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Figure 2. MRI: STIR-weighted and T| images showed a bulky periprosthetic fluid collection above and below acetabular (arrows)
component, with areas of low signal within it (arrowheads) due to metal debris.

MRI: magnetic resonance imaging; STIR: short time inversion-recovery.

Figure 3. Metallosis tissue and metal debris in revision surgery.

Osteolysis in femoral neck.
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and SPARC (48.6 + 41.5mg ) There are not statically significant differences in
number, size, macro or microscopic liver metastases respecl:ive]y.
Conclusions: Gemcitabine continues to show greater influence as therapy
when evaluating tumor weight after treatment compared to vehicle control
groups and SPARC. In this xenograft model, treatment with SPARC does not
seem to have a greater response than gemcitabine treated group.

ISCHEMIC ETIOPATHOGENY OF POST-DBE PANCREATITIS ON A
PORCINE ANIMAL MODEL

E. Morcillo, F. Soria, O. Lopez-Albors, E. Pérez Cuadrado, F. Carballo,
F.M. Sinchez-Margallo, R. Latorre

Centro de Cirugia de Minina Invasion Jesiis Usin, Céceres, Spain

Introduction: The maost serious complication of double-balloon enteroscopy
(DBE) is pancreatitis, whose edology has not yet been elucidated.
Objectives: The assessment of the reladonship between the performance of
a double-balloon enteroscopy (DBE) and the pancreatic perfusion modify as an
etiology of post-DBE pancreatitis.

Methods: 20 healthy female pigs were randomly distributed into two
homogeneous groups. Group I: Animals were underwent DBE for 90 minutes.
Serum amylase, lipase and C-reactive protein were determined before DBE
(T0), during DBE at 30 minutes (T'1) and at 60 minutes (T3), at the end of DBE
(T4) and 7 days of the procedure. One week after the intervention, the pancreas
was removed for histological analysis and vascular endothelial growth factor
(VEGF) assessment. Group II: Animals were subjected to DBE for 90 minutes
and the degree of perfusion of the pancreatic left lobe was studied with two
reactants: pimonidazole (Hypoxiprobe), which was administered systemically
before the procedure, and Hoscht, a nuclear marker, which was injected at
the moment of maximum depth insertion of enteroscope, via ultra-selective
catheterization of the pancreatic branch of the splenic artery.

Results: No clinical signs of pancreatitis nor pancreatic enzymes alterations
were detected. However, a higher decrease in pancreatic perfusion was observed
by Hoscht assessment. Inmunchistochemical analysis showed positive reaction
to pimonidazol (hypoxia) and to VEGF (induced angiogenesis); likewise
disseminated focuses of ischemic necrosis were found in 47% of animals.
Conclusions: In this porcine model DBE hinders the vascular perfusion of
the pancreas, which despite being asymptomatic, causes ischemia and necrosis
foci in the organ. These results could be related to the pathogenesis of episodes
of post-DBE pancreatitis in humans.

RELATIONSHIP BETWEEN THE LEVELS OF METALS IN BLOOD AND
URINE WITH THE FINDINGS IN HAIR SAMPLES OF PATIENTS WHO
HAVE UNDERGONE HIP RESURFACING ARTHROPLASTY

1

Vaquero®, M. 2

D. Herndindez Garcia?,

C. Sariego Muiz?

Rodriguez-de-la-Flor

! Hospital San Agustin, Orthopaedic Surgery , Avilés-Spain, Hospital San Agustin,
Pharmacy, > Avilé- Spain, * Scientific-Technical Services, Mass Spectromenry
(Unidversity of Oviedo), Spain

Introduction: The elevated level of metals can provoke alterations in specific
organs with unknown consequences. Hair metals monitoring could be a good
indicator of this type of toxicity.

Objectives: To find out the relatdonship between the level of ion metals
in serum, urine and hair in patients who have undergone metal-on-meral hip
resurfacing arthroplasty.

Method: After several years of hip replacement surgery, the levels of metals
in 43 patients in serum (Cr, Co), urine (Cr, Co) and hair (Cr, Co, Mo) were
determined by ICP-MS.

Results: The mean levels in serum were 8.25 (Cr) and 8.38 (Co) pg/L, in
urine 16.20(Cr) and 75.40(Co) pg/L and in hair 163.27(Cr) pg/g, 61.98 (Co)
pg/gand 31.36 (Mo) pg/g. Revision surgery was needed on 11 patients. After one
year, levels decreased 43.8% in chrome, 51.1% in molybdenum and 90.3% in
cobalt.

Conclusions: There is 2 good correlaton between the findings of metals in
serum, urine and hair.

@© 2014 BJS Society Ltd
Published by John Wiley & Sons Ltd
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MICRO STRUCTURAL ANALYSIS OF METAL-ON-METAL HIP RE-
SURFACING ARTHROPLASTY

D. Hernandez V:lqueml, M. Rodriguez-de-la-Flor Gnrcfnz, A. Martinez
Nistal?
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Introduction: Higher rate of follow up surgery due to failure in metal on
metal devices have been reported when compared with metal-on-polyethylene
arthroplastes (13% vs 3%).

Objectives: To know the implication of the type of alloy and the
manufacturing method of the ASR™ model in clinical results.

Methods: The roughness (sa) analysis of the metallic cap retrieved in 11
patents. Additional analysis of the surrounding tissues under a scanning electron
microscope.

Results: The end of the head prosthesis shows major roughness (Sa=3.554)
than the centre (Sa =1.698), (t=—2.821, p < 0.03). Micrometric partcles of
wear whose composition correspond to the alloy of the prosthesis were detected
near the implant.

Conclusions: ASR prostheses have an alloy of melted metal while the acetab-
ular rim is weated with hot isostatic compression. All this and a high carbon con-
tent (=0.15%) may explain the low resistance to wear and higher revision rate.

ANALYSIS OF METALLIC TRACES FROM BIODEGRADATION OF AZ31
MAGNESIUM ALLOY IN RAT ORGANS

0. G. Bodelén!, C. Iglesias?, I. Diaz?, R. M. Lozano’, B. T. Pérez-
Maceda3, C. Clemente“, M. A. Aloberal, M. C. Garcia-Alonso!, I.C
Rubio?, M. L. Escudero!

! Centro Nacional de Investigaciones Metaltirgicas, CENIM-CSIC. Madrid, Spain,
2 Hospital Universitario La Paz, Madrid, Spain, > Centro de Investigaciones Bioldgicas,
CIB-CSIC. Madrid, Spain, * Facultad de Medicina. Universidad de Alcald de Henares,
Madrid, Spain

Introduction: Magnesium alloys like AZ31 present better mechanical
properties and corrosion resistance than pure Mg for application as temporary
implants in asteoarticular replacements. However, their biodegradation process
involves the release of metallic traces (Zn, Al and Mn), in addition to Mg.
Methods: Cylindrical pins of AZ31 alloy 20 mm in length and 1 mm in
diameter, with 2 weight of 28 mg (composition: 3.37 wt.% Al, 0.78 wt.% Zn,
0.22 wt.% Mn (bal. Mg)). The pins were inserted as endomedular implants
in Wistar rats to synthesise a previously induced diaphyseal femur fracture.
Following euthanasia, the brain, liver, spleen, kidneys and lungs were removed,
freeze-dried, and analysed by ICP-MS.

Results: The results show an increase in menallic traces in all the analysed
organs of the animals with implants, compared to the controls, but which was
only significant in the case of Al. The traces of Mg, Mn and Zn found were
within the considered non-toxic limits, according to Yuen's criteria, in all the
analysed organs. Only 1.39% of Al from the implant was recovered in the
organs. In the brain a level of 3.11 ppm was reached (dry weight), which may be
considered within the range of normal values.

Conclusions: Biodegradaton of the AZ31 implant leads to accumuladon
of Mg, Mn, Al and Zn traces in the organs of the implanted rats. Only Al
accumulates in a statistically significant way in the spleen. In none of the studied
organs do the accumulated traces present dangerous or toxic levels.

Financed by CICYT projects MAT 2008-06719-C03-01-02-03 and MAT
2011-29152-C02-01-02.

CLINICAL-RADIOLOGICAL AND HISTOLOGICAL CORRELATION OF
AZ31 ALLOY USED AS A PROSTHETIC IMPLANT

C. Iglesias!, O. G Bodelén?, 1. Diaz? R. M. Lozano®, B. T. Pérez-
Maceda3, C. Clemente?, M. A. AloberaZ, M. C. Garcia-Alonso?, J. C.
Rubio! , M. L. Escudero?

T Hospital Universitario La Paz, Madrid, Spain, 2 Centro Nacional de Investigaciones
Metalirgicas, CENIM-CSIC. Madrid, Spain, 3 Centro de Investigaciones Bioldgicas,
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